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Cintra, V. M. (2024). Efeito da Estimulacdo Transcraniana por Corrente Continua de Alta Definicdo
(HD-tDCS) e do consumo de Chlorella pyrenoidosa (H. Chick) para Tratamento Adjuvante para
Insuficiéncia Cardiaca com Fracdo de Ejecdo Reduzida. 139p. Tese Doutorado. Universidade Federal
da Paraiba, Programa de P6s-Graduagdo em Neurociéncias Cognitiva e Comportamental (PPGNEC),
Jodo Pessoa, Brasil.

RESUMO

A insuficiéncia cardiaca de fracdo de ejecao reduzida (ICFEr) € uma condicdo complexa
e multifatorial que leva a prejuizos funcionais relacionados a disrupgdo na cascata inflamatoria
e deplecdo de nutrientes, que podem impactar na qualidade de vida e aumento de internamentos
hospitalares. A cirurgia cardiaca ¢ um mecanismo de reparo na ICFEr que tem impacto na
mortalidade, eleva marcadores inflamatorios, necessitando de acompanhamento. A
suplementagdo de B12 por meio da Chlorella pyrenoidosa (microalga - alimento funcional)
reduz o dano cardiaco e modula a cascata inflamatoéria. E ainda, a Estimulacao Transcraniana
por Corrente Continua de Alta Definicdo (HD-tDCS), uma técnica ndo invasiva capaz de
modular a excitabilidade neuronal e induzir efeitos anti-inflamatdrios. Neste sentido, objetivou-
se em avaliar os efeitos da HD-tDCS e do consumo de Chlorella pyrenidosa para melhora dos
niveis de B12 e resposta inflamatoria em pacientes com ICFEr no periodo pericirurgico. Trata-
se de dois ensaios clinicos randomizados (ECR), controlado, duplo-cego para fins de avaliar o
periodo pericirtrgico. Um com 36 pacientes internados para procedimento cirtrgico utilizando
a HD-tDCS como priming para cirurgia. E outro em ambiente ambulatorial com 26 pacientes
de pos-cirurgico da ICFEr acompanhados por 30 dias. Em ambos os estudos, foram o realizadas
avaliagdes na linha de base e apds os tratamentos. O protocolo de HD-tDCS foi composto por
5 sessoes, aplicadas uma vez por dia, pelo periodo de até 5 dias antes da cirurgia, com
estimulacdo no Cortex Pré-frontal Dorsolateral, com intensidade de 4mA e duragdao de 20
minutos cada. Na alta hospitalar os grupos foram invertidos compondo o outro ECR e o grupo
ativo passou a ser o da intervencdo por meio da Chlorella pyrenoidosa, cujos participes
recebiam orienta¢do ao consumo de 10 tabletes, 5g/dia, contendo 4mcg de B12, durante o
periodo de trinta dias. Apds esse periodo faziam o retorno para avaliacdo nutricional e coleta
de exames finais. Ambos ECRs obtveram perfil dos participes similar, compostos por idosos,
com elevada propor¢cdo de comorbidades como hipertensdo arterial e doenca coronariana
arterial, além de niveis elevados de sobrepeso, obesidade e desnutrigdo. No ECR com HD-
tDCS como priming para cirurgia observou-se redugdo da IL-6 apds o protocolo [Z=-2,556;
p<0,01] reduzindo a média [8,35 pg/mL (11Q4,15) / 4,70 pg/mL (11Q3,95);]. No ECR com
consumo de Chlorella pyreinodosa observou-se redu¢ao da PCR [PCR adequada TO = 0% /
50% (IC 25,38-74,62], IL-6 [TO Risco Aumentado = 100,0% (IC 75,75-100,0)/ G1 T1 =
66,67% (IC 39,06 — 88,19)]; e NT-Pro-BNP [TO Risco Aumentado = 91,67% (IC 61,61-99,57)/
T1 =25,0% (IC 8,89 — 52,23)], mas sem aumento na vitamina B12. Assim, considera-se que a
intervencdo por HD-tDCS foi uma ferramenta neuromodulatéria e de protecdo cardiaca em
pacientes com ICFEr pré-cirurgicos em relacdo a marcador inflamatorio e a intervengao por C.
pyreinodosa em pacientes pos-cirirgicos em marcadores inflamatdrios e de injuria cardiaca
também sendo uma ferramenta de neuro e cardioprotecdo. A pesquisa infere achados
satisfatorios para reducao da disrupcdo inflamatoéria da ICFEr no periodo pericirargico.

Palavras-Chave: Neuroestimulagdo; HD-tDCS; Insuficiéncia Cardiaca de Fracdo de Ejecdo
Reduzida; Alimentacdo Funcional; Vitamina B12; Chlorella pyreinoidosa.
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Cintra, V. M. (2024). Effect of High-Definition Transcranial Direct Current Stimulation (HD-
tDCS) and Chlorella pyrenoidosa (H. Chick) consumption for Adjuvant Treatment of Heart
Failure with Reduced Ejection Fraction. 139p. Doctoral Thesis. Universidade Federal da

Paraiba, Posgraduete Program in Cognitive and Behavioral Neurosciences (PPGNEC), Jodo Pessoa,
Brasil.

ABSTRACT

Heart failure with reduced ejection fraction (HFrEF) is a complex and multifactorial
condition that leads to functional impairments related to disruption in the inflammatory cascade
and nutrient depletion, which can impact quality of life and increase hospitalizations. Cardiac
surgery is a repair mechanism in HFrEF that has an impact on mortality, elevates inflammatory
markers, and requires monitoring. B12 supplementation through Chlorella pyrenoidosa
(microalgae - functional food) reduces cardiac damage and modulates the inflammatory
cascade. In addition, High-Definition Transcranial Direct Current Stimulation (HD-tDCS), a
non-invasive technique capable of modulating neuronal excitability and inducing anti-
inflammatory effects. In this sense, the objective was to evaluate the effects of HD-tDCS and
the consumption of Chlorella pyrenidosa to improve B12 levels and inflammatory response in
patients with HFrEF in the perisurgical period. These are two randomized controlled double-
blind clinical trials (RCTs) to evaluate the peri-surgical period. One involved 36 patients
hospitalized for surgical procedures using HD-tDCS as a priming for surgery. The other was
conducted in an outpatient setting with 26 post-surgical patients with HFrEF who were followed
for 30 days. In both studies, baseline and post-treatment assessments were performed. The HD-
tDCS protocol consisted of 5 sessions, applied once a day, for a period of up to 5 days before
surgery, with stimulation of the Dorsolateral Prefrontal Cortex, with an intensity of 4 mA and
a duration of 20 minutes each. At hospital discharge, the groups were reversed, composing the
other RCT, and the active group became the intervention group using Chlorella pyreinodosa,
whose participants were instructed to consume 10 tablets, 5 g/day, containing 4 mcg of B12,
for a period of thirty days. After this period, they returned for nutritional assessment and final
exams. Both RCTs obtained a similar participant profile, composed of elderly people, with a
high proportion of comorbidities such as arterial hypertension and coronary artery disease, in
addition to high levels of overweight, obesity and malnutrition. In the RCT with HD-tDCS as
a priming for surgery, a reduction in IL-6 was observed after the protocol [Z=-2.556; p<0.01]
reducing the mean [8.35 pg/mL (11Q4.15) / 4.70 pg/mL (11Q3.95);]. In the RCT with Chlorella
pyreinodosa consumption, a reduction in CRP [adequate CRP T0 = 0% / 50% (CI 25.38-74.62),
IL-6 [TO Increased Risk = 100.0% (CI 75.75-100.0)/ G1 T1 = 66.67% (CI 39.06 - 88.19)]; and
NT-Pro-BNP [TO Increased Risk = 91.67% (Cl 61.61-99.57)/ T1 = 25.0% (CI 8.89 - 52.23)]
was observed, but without an increase in vitamin B12. Thus, it is considered that the
intervention by HD-tDCS was a neuromodulatory and cardiac protection tool in pre-surgical
patients with HFrEF in relation to inflammatory marker and the intervention by C. pyreinodosa
in patients post-surgical markers of inflammation and cardiac injury, also being a tool for neuro
and cardioprotection. The research infers satisfactory findings for reducing inflammatory
disruption of HFrEF in the peri-surgical period.

Keywords: Neurostimulation; HD-tDCS; Heart Failure with Reduced Ejection Fraction;
Functional Nutrition; Vitamin B12; Chlorella pyreinoidosa.
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APRESENTACAO

Esta tese tem como objetivo central avaliar os efeitos clinicos de terapias adjuvantes e
nao farmacologicas para pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca com fragdo de ejecdo
reduzida (ICFEr) no periodo pericirtrgico.

Dessa forma, foram conduzidos dois ensaios clinicos, respectivamente antes € apos a
cirurgia de revascularizacdo miocardica para avaliar a eficacia de cada um dos tratamentos
testados. O Estudo 1 propds analisar o efeito priming da HD-tDCS antes da cirurgia (especificar
o tipo de cirurgia) nos desfechos inflamatorios. O estudo 2 objetivou avaliar efeito terap€utico
da Chlorella pyrenoidosa apos o procedimento cirargico na melhora da vitamina B12 (B12).

Nesse sentido, o presente trabalho encontra-se organizado em seis capitulos. No
capitulo I, sdo abordados o racional tedrico relacionado a ICFEr em seus diferentes contextos
epidemiologicos, fisiopatoldgicos, diagndstico, tratamento e periodo periciargico.
Adicionalmente, apresenta-se a relacao da ICFEr com os aspectos nutricionais € os possiveis
efeitos terapéuticos da Chlorella pyrenoidosa. De modo complementar, o texto apresenta os
fundamentos tedricos associados a estimulacdo cerebral ndo invasiva, especificamente a HD
tDCS (high definition transcranial direct current stimulation), no contexto da doenca cardiaca
e seus possiveis correlatos terapéuticos.

J& o Capitulo II, apresenta a justificativa para o desenho da investigacao, as hipoteses e
os objetivos da tese. No capitulo III, o texto detalha o método escolhido para a condugdo da
tese, bem como as especificidades metodologicas de cada ensaio clinico. Nos capitulos [V e V
sao abordados os resultados e a discussdao concernente a cada cada estudo. Ao final, no capitulo

VI, sdo apresentadas as consideragdes finais da tese.
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I INTRODUCAO

I.1 Aspectos Gerais da Insuficiéncia Cardiaca

Em nivel mundial as doencas cardiovasculares (DCV) tém sido consideradas a principal
causa de mortalidade e contribuinte para incapacidade e reducéo da qualidade de vida. Além de
que, causas modificaveis ainda crescem em nivel mundial, alerta-se para a reducdo da
incapacidade e morte prematura devido as DCV, bem como intervencgdes clinicas para atingir
os riscos modificaveis (Roth et al, 2020). A carga de DCV atribuivel a fatores de risco
modificaveis continua a aumentar globalmente.

As Doencas Cardiovasculares (DCV) contribuiram em 28,2% para as mortes no Brasil
em 2019, e cujos fatores de risco mais observados em 10 anos foram: hipertenséo arterial (HA),
alteracdo glicémica e alimentacdo inadequada (Nascimento et al, 2022). As DCV tém
aumentado na populagdo, e, nesse sentido, tem-se desenvolvido tratamentos mais especificos
(tecnologias transformadoras e expansdao de novos firmacos) proporcionando aos pacientes
mais longevidade, alterando a historia natural das doengas cardiacas, consideradas terminais
(Katz et al, 2016).

Estas condicdes estdo relacionadas também a transicdo demografica e envelhecimento
da populacdo, mas também a um estilo de vida inadequado - como sedentarismo, obesidade e
0 estresse - levando a um aumento da prevaléncia dos fatores de risco como HA, tabagismo,
diabetes e dislipidemia, com consequente aumento da mortalidade e morbidade da DVC (SBC,
2019). A HA frequentemente evolui com alterac6es estruturais e/ou funcionais em 6rgédos-alvo,
como coragdo e vasos, mais especificamente nesses com associagao linear e continua para as
DCV (Barroso, et al, 2021).

Pode-se classificar as doengas cardiovasculares a partir do Classificagcdo Internacional
de Doengas (CID), as quais estdo listadas Capitulo IX da CID-10. Também podem ser
agrupadas das 3 principais causas (Doenca isquémica do coracdo (DIC), Acidente Vascular
Cerebral (AVC) e insuficiéncia cardiaca (IC)), sendo DIC a principal causa de morte no Brasil
nos ultimos 10 anos e, a IC a que gerou mais admissdes em ambiente hospitalar (Fernandes et
al, 2019).

A insuficiéncia cardiaca (IC) tem fisiopatologia complexa e heterogénea, ainda é pouco
compreendida e com diagnostico e tratamento desafiadores, portanto, ndo é um diagndstico
patolégico Unico, mas uma sindrome que consiste em sintomas e sinais como falta de ar,

tornozelo inchago, fadiga, pressdo venosa jugular elevada, crepitacbes pulmonares e edema
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periférico. Também, é oportuno frisar que na IC ha uma anormalidade estrutural e/ou funcional
do coracdo que resulta em pressdes intracardiacas elevadas e/ou insuficiéncia cardiaca
(Fernandes et al, 2019; Marcondes-Braga et al, 2021).

Assim, sdo observados quadros agudos e crénicos na insuficiéncia cardiaca (I1C), sendo
cronica quando os sinais e sintomas aparecem lentamente e pioram com 0S mecanismos
subjacentes (isquemia, infecgdes, estresse mecanico), e aguda quando advém de um novo
sintoma ou exacerbacdo da IC cronica (hipertensdo agravada, sindrome coronariana aguda,
arritimias) (Zhang et al, 2017; Mcdonagh et al, 2022).

Identifica-se ainda trés tipos de IC, cuja terminologia baseia-se na fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo, ou seja, IC com fracdo de ejecdo reduzida <40% (ICFEr), IC com fragédo
de ejecdo intermédia entre 40-49% (IC-FEi) e IC com fracdo de ejecéo preservada >50% (IC-
FEp) (Marcondes-Braga et al, 2021). Estas condigdes levam a alteragédo no desempenho do
coragdo como uma bomba e compartilham altas taxas de mortalidade e hospitalizagdo. A
sintomatologia é sobreposta, incluindo fadiga, dispneia e tolerancia reduzida ao exercicio,
porém na ICFEP, em virtude dos fatores de risco acumulados, ocorre concomitantemente com
disfuncéo endotelial e elevacéo de marcadores inflamatorios (Harris et al, 2020).

Hé& ainda a cardiomiopatia dilatada, sendo classificada como uma doenca frequente,
responsavel por 40-50% dos casos de insuficiéncia cardiaca. A cardiomiopatia idiopatica é um
distrbio primério frequentemente relacionado a predisposicdo familiar/genética (Hantson,
2019).

1.2 Insuficiéncia Cardiaca de Fracao de Ejecao Reduzida

A IC tem afetado cerca de 1% a 3% da populagdo adulta nos paises desenvolvidos, tal
condicdo aumenta sensivelmente com a idade, atingindo mais de 10% da populacédo acima dos
70 anos, havendo uma relacdo com a mortalidade e qualidade de vida, considerando ainda que
a urbanizagdo, envelhecimento populacional e melhor tratamento de doencas cardiacas agudas
tém contribuido para um aumento no nimero de individuos vivendo com ICFEr (Marcondes-
Braga, 2021; Heidenreich et al., 2022).

Em um estudo ecoldgico realizado para observar a mortalidade por IC no Brasil nos
anos de 2008 a 2019, os autores identificaram mais de 2 milhGes de internagdes e mais de 252
mil 6bitos, com tendéncia de aumento no Nordeste e de manutencdo das taxas na Paraiba

(Arruda et al, 2022). Reforcam ainda que mesmo com o avancgo do tratamento e manejo da IC,
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esta condicdo ainda leva a muitos internamentos e ébitos, principalmente com idosos e em
ambiente hospitalar.

Por esse motivo, e pela fisiopatologia que é complexa e ainda pouco compreendida,
reforga-se a relevancia do conhecimento fisiopatoldgico da IC como ferramenta didatica para
direcionamento das estratégias terapéuticas e evolucdo do tratamento ensejando em melhor
qualidade de vida (Scolari et al, 2018; Fernandes et al, 2019).

A insuficiéncia cardiaca de fracdo de ejecdo reduzida é uma condicdo complexa e
multifatorial que representa um importante desafio na cardiologia moderna. Caracteriza-se por
uma diminuicdo na capacidade do ventriculo esquerdo de ejetar sangue de forma eficaz durante
a sistole, resultando em uma fracdo de ejecdo menor que 40%. Essa insuficiéncia no
bombeamento do sangue leva a uma inadequada perfusdo dos tecidos e a uma série de
adaptacdes fisioldgicas adversas que comprometem ainda mais a funcdo cardiaca (Heidenreich
etal., 2022).

1.2.1 Aspectos fisiopatoldgicos, diagnéstico e tratamento da ICFEr

A fisiopatologia da ICFEr envolve mdltiplos mecanismos inter-relacionados.
Inicialmente, uma agressdo ao miocardio, como um infarto agudo do miocardio, desencadeia
uma cascata de eventos que incluem apoptose celular, inflamacao e remodelamento ventricular.
Esse remodelamento é caracterizado por dilatacdo do ventriculo, hipertrofia compensatoria e
alteragdes na composicdo da matriz extracelular, que culminam em uma deterioracéo
progressiva da funcdo contratil. Adicionalmente, sistemas neuro-hormonais, como o sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e o sistema nervoso simpatico, sdo ativados em
resposta a diminuicdo do débito cardiaco, exacerbando a retencdo de sddio e agua, 0 que
aumenta a carga de trabalho cardiaco (Mcdonagh et al., 2021).

Assim, de forma resumitiva a teoria neuro-humoral da progressdao da ICFEr esta
relacionada a hiperativagdo do SNS e do eixo renina-angiotensina-aldosterona, juntamente com
0 aumento de peptideos dependentes de carga e ativacao de cascatas inflamatérias, tal condi¢do
neutraliza e compensa um insulto inicial do miocardio, mas a longo prazo, ela contribui para a
progressao da doenca, por este motivo a relevancia do tratamento adequado (Quinaglia et al,
2018).

Para fins de diagndstico sdo de suma relevancia os aspectos fisiopatoldgicos da doenca
em especial o entendimento que a ICFEr esta relacionada com remodelamento cardiaco, torna-

se relevante observar a dosagem de catecolaminas, evidéncia inequivoca de congestdo sistémica
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ou pulmonar cardiogénica, capacidade funcional, consumo méximo de oxigénio, dosagem de
peptideo natriurético, classificagdo funcional, ultrassonografia pulmonar e ecocardiografia
(Barbosa-Ferreira & Oliveira, 2022; Conitec, 2023). Os pontos de corte dos métodos
encontram-se no quadro 1.

Quadro 1. Métodos para Classificacdo da Insuficiéncia Cardiaca

Definicdo de insuficiéncia cardiaca, de acordo com a fracéo de ejecéo de ventriculo
Esquerdo (Funcéo ventricular, biomarcadores e ecocardiograma)

ICFEr ICFEm ICFEp
Funcéo ventricular FEVE<40% FEVE 40 — 49% FEVE>50%
Biomarcadores BNP e NT-pr6-BNP | BNP e NT-pr6-BNP | BNP e NT-pr6-BNP
elevados (< 35pg/mL | elevados (< 35pg/mL | elevados (< 35pg/mL
e <125pg/mL) e <125pg/mL) e <125pg/mL)
Ecodopplercardiograma | Alteracdo estrutural e | Alteracdo estrutural | Alteracdo estrutural
disfuncao sistolica e/ou e/ou
disfuncéo diastdlica | disfuncéo diastolica

Classificacdo funcional pela New York Heart Association (NYHA)
Classe NYHA Descricéo

Sem limitagcBes para realizacdo de atividade fisica. Atividades

habituais ndo causam dispneia, cansaco, palpitacoes.

Discreta limitacdo para realizacdo de atividade fisica. Atividades

habituais causam dispneia, cansaco, palpitacoes.

Importante limitacdo para realizagdo de atividade fisica. Atividades de

intensidades inferiores causam dispneia, cansaco, palpitacées.

v LimitacGes para realizacdo de qualquer atividade fisica. Sintomas de
IC em repouso.

Fonte: Conitec, 2023; Heidenreich et al., 2022

O diagnostico e o monitoramento da IC podem ocorrer também com a dosagem da
proteina natriurética (BNP ou NT-pr6-BNP) nas seguintes condi¢des: na duvida do diagndstico
da IC; para estratificagdo prognéstica em pacientes de IC e para avaliar a resposta a um
determinado tratamento (Marcondes-Braga et al, 2021). Reforca-se que BNP ou NT-pr6-BNP
possuem propriedades semelhantes e os pontos de corte indicados sdo < 35pg/mL e <125pg/mL,
respectivamente (Conitec, 2023).

Conceitualmente BNP significa brain natriuretic peptide, sendo uma proteina
natriurética produzida pelas células do masculo cardiaco e pr6-BNP é um pré-hormonio que é
liberado no sistema cardiovascular em resposta a dilatacdo ventricular e sobrecarga de pressao
e 0 NT é o fragmento terminal inativo deste que é clivado por uma protease. Estes peptideos
atenuam a vasoconstricao e a retencdo de sodio, de modo a retardar o remodelamento cardiaco
e vascular (Taylor et al, 2018; Scolari et al, 2018).

Para o diagndstico pode ser usada ainda a classificacdo funcional New York Heart
Association (NYHA) que avalia a gravidade da limitacdo funcional do paciente e observar a

partir dos relatos os sintomas experimentados (Heidenreich et al., 2022; Conitec, 2023).
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De forma associada, a combinacdo de fatores de risco pode acelerar o processo de
remodelamento ventricular adverso e agravar a funcdo cardiaca. Nesse sentido, devem ser
considerados, a exemplo hipertensao arterial, doenca coronariana, diabetes mellitus, obesidade
e histdrico de infarto do miocardio. Além disso, fatores genéticos, habitos de vida como
sedentarismo e tabagismo, e condi¢des como apneia do sono também desempenham papéis
importantes (Macdonagh et al., 2023).

A deficiéncia de ferro € uma comorbidade com alta prevaléncia na ICFEr, devendo ser
pesquisada por meio da saturacéo de transferrina e ferritina ou ferropenia. Tal condi¢cdo acomete
tanto os anémicos como ndo anémicos, levando a alteracdes no transporte (hemoglobina) e
armazenamento (mioglobina) de oxigénio alteracdes no funcionamento das mitocéndrias, que
sdo constituidas de proteinas a base de ferro, cuja disfuncdo mitocondrial e tem relagdo com a
hipertrofia e disfungdo ventricular, levando a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
com potencial oxidante e inflamatorio, e ainda com associagao ao risco de hospitaliza¢do na IC
(Pereira & Beck-da-Silva, 2021; Scolari et al, 2018; Macdonagh et al, 2023).

O tratamento da ICFEr tem o objetivo de aliviar os sintomas, retardar a progressao da
doenca, melhorar a qualidade e a expectativa de vida. No manejo farmacolodgico a terapia para
0 sistema neuro-hormonal convencional é baseada em inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECA), bloqueadores dos receptores de angiotensina (BRA), beta-bloqueadores
e antagonistas dos receptores de mineralocorticoides (ARM). E ainda, O inibidor do SGLT2
(dapagliflozina ou empagliflozina) é recomendado em pacientes com ICFEr para reduzir o risco
de hospitalizacdo por IC ou morte por doenga cardiovascular (Vaduganathan et al, 2020).

Assim, terapias por intervencdo cirargica tém sido associadas ao tratamento
medicamentoso nos casos mais graves, de forma que as terapias de ressincronizacdo cardiaca,
de intervencdo coronaria e estrutural, da cirurgia cardiaca coronaria ou valvular, transplante
cardiaco ou os dispositivos de assisténcia ventricular de longa duracao tem sido considerados
importantes (Timoteo et al, 2020).

As terapias ndo farmacoldgicas tém sido consideradas fundamentais para 0 manejo
ICFEr, recomendando-se a modificacdo dos habitos alimentares, controle de peso e a prética de
exercicios fisicos supervisionados (Macdonagh et al., 2023). Nesse sentido, recomenda-se a
reabilitacdo cardiaca baseada no exercicio, o estudo de Kamiya e colaboradores (2021)
observou fatores de protecdo quanto as taxas de risco para mortalidade e reinternacdo

relacionadas a IC.
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1.2.2 O Periodo Pericirurgico da ICFEr

Pacientes com ICFEr com disfuncao avancada do ventriculo esquerdo (VE) podem ter
como parte do tratamento a cirurgia cardiaca, porém sao procedimentos cirdrgicos cardiacos
complexos e de alto risco nesses pacientes devido ao aumento da mortalidade cirdrgica, a
exemplo da revascularizacdo cirtrgica. Entretanto, o avango nas técnicas e a preservacdo do
miocardio tem reduzido a mortalidade perioperatoria (Mahesh et al, 2016).

A revascularizacdo do miocéardio € recomendada em pacientes com comprometimento
grave do VE e que sofrem com a sindrome coronariana crénica, contudo apresenta um risco
significativamente maior ao 6bito no periodo pericirargico em ICFEr quando comparados aos
que ndo tem a doenca, mas necessitam da cirurgia de revascularizacdo (Smilowitz et al, 2021).

A estenose aortica (EA) é a lesdo valvar mais comum entre a populacdo em
envelhecimento continuo, tem efeito sobre a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo intensa.
Nestes casos, onde ha estenose adrtica ou regurgitacéo trictspide pode haver a necessidade de
troca valvar em pacientes com ICFEr, contudo ndo ha ainda definicdo clara dos pacientes a
serem tratados de forma conservadora (medicamentosa) ou 0s que precisam de intervencao
cirtrgica (Karakanas et al, 2022).

Por esse motivo, hd uma condicao dupla: a gravidade do procedimento e a consideragéo
atual que estas intervenc@es podem ser benéficas e seguras, proporcionando alivio dos sintomas
e melhorando a qualidade de vida nos pacientes. Contudo, Rudolph e Colaboradores (2024)
alertam que ndo ficam estabelecidos beneficios progndsticos claros em termos de sobrevida ou

taxas de reinternacdo e apresenta estudos de acompanhamento do pericirurgico no seu estudo.

1.3 Aspectos Nutricionais na IC

Pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC) isquémica e ndo isquémica apresentam niveis
elevados de biomarcadores inflamatdrios que resultam em piora da IC, podendo ser advindo de
uma remodelacdo cardiaca mediante ativacdo do sistema imune pelo estresse mecanico
continuo por excesso de tensdo cronica (Zhang et al, 2017; Frantz et al, 2018).

Ou seja, a inflamacéo da IC pode levar a producéo de citocinas inflamatérias que podem
aumentar a producdo Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), levando a um desequilibrio, e
assim, ao estresse oxidativo. Este, por sua vez, pode ativar as vias de sinalizacao inflamatéria

gerando um ciclo que pode promover a progresséo da IC (Huang et al, 2021).
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Em pacientes com IC e excesso de peso/obesidade hd um aumento de citocinas pro-
inflamatérias (TNFa e 1L6), condi¢dao que se relaciona a taxas de sobrevida mais baixas. Estas
condi¢cdes podem ser moduladas por micronutrientes como vitaminas e minerais (Sunkara;
Haising, 2019; Frantz et al, 2018).

Na IC € relevante identificar os fatores de risco e de fragilidade nos pacientes, sendo
recomendada a prevencao da IC pela indicacdo/recomendacédo da adogédo de habitos de estilo
de vida saudaveis, como manter atividade fisica regular, manter o peso normal e uma dieta
saudavel, além de que a pressdo arterial deve ser controlada de acordo com as diretrizes de
pratica clinica (Heidenreich et al, 2022).

E ainda, pacientes diagnosticados com IC, mesmo que com sinais e sintomas leves,
ainda podem ter um alto risco de hospitalizacao e morte, e se associados com alteracdo de indice
de massa corporal (IMC) e elevacdo da hemoglobina glicada bem como uma baixa taxa de
filtracdo glomerular, aumenta-se o risco para hospitalizacdes por IC. Ja a fragilidade esta
associada a um maior risco de morte, hospitalizacGes e declinio funcional, a exemplo da
sarcopenia, assim sendo, pessoas com IC tém até seis vezes mais chances de serem frageis, e
pessoas frageis tém um risco significativamente maior de desenvolver IC (Mcdonagh et al,
2022).

O estresse oxidativo tem sido implicado na doenca cardiovascular, e de forma mais
especifica, em virtude das espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais modulam as vias de
sinalizacdo relacionadas a modulacdo fenotipica, migracdo e adesdo, contratilidade,
proliferacdo e hipertrofia, angiogénese, estresse do reticulo endoplasmatico, apoptose e
senescéncia contribuindo assim, nas doencas cardiovasculares, incluindo aterosclerose, leséo
de isquemia-reperfusao, cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca (Brown et al, 2015)

As enzimas e os compartimentos subcelulares que normalmente produzem ROS estéo
associados a regulacdo metabolica, e as doencas associadas a disfuncdo metabdlica podem ser
influenciadas por alteracdes no equilibrio redox, havendo influéncia sobre a regulacdo de
doencas metabolicas/inflamatdrias, incluindo aterosclerose, diabetes mellitus e acidente
vascular cerebral. Assim, é fundamental o desenvolvimento de terapias anti-oxidativas para
auxiliar no tratamento das doencas cardiovasculares, incluindo a intervencéo dietética permite
uma melhor combinagéo de varios alimentos e nutrientes implicando num efeito cardioprotetor.
(Forest et al, 2018; Casas et al, 2018).

Nesse sentido, o equilibrio nutricional e ingestdo de micronutrientes como as vitaminas
A, D, C, E, B6, B12 e folato e os minerais, ferro, zinco, cobre, selénio e magnésio sdo capazes

de fortalecer a imunidade contra doencas infecciosas, de reduzir a cascata inflamatéria e o
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estresse oxidativo (Gombart et al, 2020). Assim como, a reducdo de acido graxo saturado,
menor teor de gordura na dieta, com os ajustes de forma equilibrada entre carboidratos, lipideos
e proteinas geram efeitos de protecdo influenciadores na reducdo do risco de doenca
cardiovascular (Teo & Rafiqg, 2021).

De forma mais direta, alteracBes na B12 podem levar ao aumento da homocisteina
plasmatica (Hcy), que por sua vez é documentada e utilizada na prética clinica como fator de
risco cardiovascular, na salde vascular, renal, cognitiva, 6ssea e ocular. Assim sendo, 0
monitoramento nutricional rotineiro associado ao consumo adequado de B12, bem como a
relevancia da deteccdo e tratamento precoce da deficiéncia subclinica foram consideradas como
forma de prevencéo das doencas do coracdo (Mohan et al, 2023).

Ainda nesse aspecto, McCaddon e Regland (2021) apontam a hipdtese que o estresse
oxidativo produzido por virus aumenta a demanda do grupo metil induzindo ao déficit de B12.
Tais pesquisadores alertam ainda que esta condicéo influencia na fadiga, na confusdo mental e
encefalopatia. Embora as infecc¢des virais geralmente levem a uma desregulacdo importante das
respostas imunoldgicas, estratégias neuromodulatorias que podem diminuir a inflamagéo
excessiva e seus efeitos prejudiciais podem mostrar efeitos benéficos no adjuvante tratamento
e até prevencao de infeccdo (Castelo-Branco & Fregni, 2020).

Outros micronutrientes estdo relacionados com as doencas cardiovasculares, como o
selénio e 0 magnésio. O selénio (Se) é um oligoelemento que tem relagdo com a resposta imune
adequada, confere protecdo contra o estresse oxidativo e contra as doencas cardiovasculares
(Schomburg, 2021). Assim, os niveis baixos de Se estdo associados a taxas mais altas de
mortalidade por insuficiéncia cardiaca, taxas aumentadas de infarto do miocardio e
cardiomiopatia, doenca coronariana e aterosclerose (Shimada et al, 2021).

O magnésio (Mg) € um mineral que esta relacionado a triade cardiovascular-musculo-
0SS0, assim baixos niveis de ingestao estdo associados a doencas cardiovasculares, hipertensdo
arterial sistémica e acidente vascular cerebral, sindrome cardiometabolica, diabetes mellitus
tipo 2, sindromes constritivas das vias aéreas e asma, depressdo, condi¢des relacionadas ao
estresse e disturbios psiquiatricos, doenca de Alzheimer e outras sindromes demenciais, doencas
musculares (dor muscular, fadiga cronica e fibromialgia), fragilidade 6ssea e osteoporose,
cancer e sarcopenia (Pickiering, 2021; Barbagallo et al, 2021).

Enquanto a hipomagnesemia acomete em torno de 20% dos pacientes internados
levando a desregulac@es da funcéo vascular e risco de arritmia, 0 magnésio em niveis mais altos

(hipermagnesemia) também tem uma predisposicdo negativa, foi associada com aumento da



32

mortalidade em um ano apds o internamento de pacientes do estudo de uma coorte retrospectiva
com mais de 65 mil pacientes (Cheungpasitporn et al, 2022).

Os minerais podem contribuir para prevenir e tratar a sarcopenia, a perda de massa
muscular, forca muscular e desempenho fisico relacionada a idade, em especial magnésio,
selénio e calcio parecem ser os mais promissores (Van Dronkelaar et al, 2018). A sarcopenia
é um distdrbio musculoesquelético associado a incapacidade fisica, envelhecimento, quedas,
fratura, hospitalizacdo ma qualidade de vida e depressdo. Tal condicdo leva a uma perda da
massa e funcdo muscular (Pickiering, 2021).

Além disso, as sequelas musculoesqueléticas envolvem fraqueza ocasionada pela
sarcopenia e perda de forca muscular em resposta a infec¢do viral, imobilidade e nutri¢do
insuficiente e possiveis agravos de multiplos sistemas (Nogueira, et al, 2021; Braz, 2021)
remetem a relevancia da avalia¢do nutricional e acompanhamento alimentar dos pacientes.

Considerando a elevada proporgédo de internamentos por doenga cardiovascular e que
pacientes em ambiente hospitalar podem apresentar desnutricdo hospitalar, tanto em adultos
como em idosos, sendo considerada uma sindrome pela associa¢do do aumento substancial da
morbidade, recuperacdo prejudicada da doenca, ingestdo inadequada de nutrientes que nédo
atende as necessidades fisiologicas do paciente e da resposta inflamatoria sistémica relacionada
adoenca. Portanto, pesquisas na area tém sido consideradas relevantes, pelo uso ideal da terapia
nutricional individualizada para prevenir e tratar efetivamente a desnutri¢do (Barbosa-Ferreira
& Oliveira, 2022; Schuetz et al, 2021; Espen, 2022).

O suporte nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) para pacientes criticos e a sobrevida
requer uma assisténcia em um periodo relativamente curto. Assim, com vistas a evitar
inflamagdo persistente de baixo grau e catabolismo protéico, um estado referido como
Sindrome do Catabolismo Inflamatorio Persistente (PICS), o suporte nutricional e
suplementagdo adaptados a etiologia e estagio de recuperacdo de pacientes em UTI pode
melhorar a condi¢do metabodlica, diminuir a morbidade, e otimizar o sucesso da reabilitacdo a
longo prazo (Moore et al, 2017; Singer, 2019).

Thomas e Colaboradores (2021) alertam que pacientes hospitalizados ou gravemente
enfermos correm maior risco de desnutri¢ao, e a avaliacdo e o tratamento rapidos do estado
nutricional deficiente podem afetar os resultados clinicos, e ainda, que em doengas infecciosas
graves o componente nutricional ¢ comumente negligenciado.

Nesse contexto, condi¢des clinicas, como faléncia cardiaca, cancer, doenga renal
cronica, doenga respiratéria de carater infeccioso (como Covid-19), tem potencial efeito de

modulagdo por meio da terapia nutricional em ambiente hospitalar (Schuetz et a/, 2021).
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Estudo prévio realizado por Yang e colaboradores (2019) avaliou o impacto do efeito
nutricional de pacientes idosos acompanhados no internamento hospitalar com pneumonia e
desnutricdo. Observaram que os pacientes melhoraram o quadro clinico e reduziram o
reinternamento.

Ha evidéncias crescentes de estudos randomizados mostrando que o suporte nutricional
reduz significativamente a mortalidade na populacdo de pacientes internados com risco
nutricional. Os estudos com estratégias de alta proteina e intervengdes de longa duracgao
mostraram os efeitos mais fortes (Kaegi-Braun et al, 2021).

De acordo com Agostinho e colaboradores (2020) a faléncia cardiaca estd associada a
readmissao hospitalar e mortalidade. Assim, em seu estudo observaram que o acompanhamento
dos pacientes pos-internamento reduziu a readmissdo, a mortalidade e aumentou a qualidade de

vida autorrelatada pelos pacientes.

1.4 Relacio entre a Insuficiéncia Cardiaca com Fracao de Ejecio Reduzida, a vitamina

B12 e o consumo de Chlorella pyrenoidosa

1.4.1 A vitamina B12 e sua Influéncia sobre o Cérebroe a IC

A B12, também conhecida como cobalamina, ¢ uma vitamina hidrossoluvel e faz parte
do grupo das vitaminas do complexo B, ¢ um elemento ndo sintetizado pelo nosso organismo e
presente em alimentos de origem animal (Batista et al, 2021). Adicionalmente, em nivel
mundial a deficiéncia de vitamina B12 ¢é descrita como sendo muito comum, mais
especificamente nos paises da América Latina, onde observou-se uma prevaléncia de 40% de
deficiéncia ou deficiéncia subclinica desta (Green et al, 2017; Hysing et al, 2022). O nivel do
acido metilmaldnico ¢ um marcador especifico e sensivel para a deficiéncia de B12, portando,
sendo indicado como "padrao ouro" para diferenciacdo da deficiéncia (Green et al, 2017 e Paniz
et al, 2005).

A cobalamina participa da regulagdo e sintese de DNA, atua na supressao de fatores
inflamatorios, participa do metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. A sua deficiéncia
pode acarretar alteracdo em multiplos sistemas e induzir varios sinais e sintomas, como:
neuropatias, depressao, delirio, psicoses, redu¢do na cogni¢do, vasculopatia renal e pulmonar,
distarbios do sono, fadiga, sintomas semelhantes a fibromialgia, alteracdes hematoldgicas
(anemia megaloblastica, redu¢do de hemoglobina, plaquetopenia) (Langan ef al, 2017; Batista

et al, 2021; Hysing et al, 2022).
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A deficiéncia de B12 leva a transtornos de carater hematologicos, neuroldgicos e
cardiovasculares. Assim sendo, esta deficiéncia inibe a funcdo da metionina sintase e da L-
metilmalonil-coA mutase, gerando aumento da homocisteina e comprometendo as reagdes de
metilagdo, as quais estdo relacionadas ao desenvolvimento de patologias principalmente
cérebro e cardiovasculares de diferentes graus de severidade, podendo até mesmo tornarem-se
irreversiveis (Paniz et al, 2005; Batista et al, 2021).

Além disso, ha ainda a “hipotese da homocisteina”, cujo aumento da concentragdo de
homocisteina aumenta em virtude da deficiéncia de B12, desencadeando alteragdes cardiacas e
doenga arterial oclusiva, especialmente no cérebro, coracao e rim, além de trombose venosa, se
estendendo para a fungdo cognitiva, Alzheimer e deméncia, acometendo desde criangas até
adultos (Kennedy 2016; Zaric ef al, 2019).

O actimulo de homocisteina pode induzir estresse celular, apoptose e homocisteinilagao
de proteinas funcionais no sangue e tecidos e acidose metabolica. A disfun¢do endotelial
induzida por hiper-homocisteinemia (HHcy) desempenha um papel critico na patologia
vascular, sendo considerada um fator de risco para aterosclerose e doenca cardiovascular
(DCV), com comprometimento da fun¢do endotelial e ativacdo do estresse oxidativo (Esse et
al,2019; Wu et al, 2018).

A homocisteina (Hcy) ¢ um o aminoacido nao proteinogénico, que ocorre naturalmente
em todos os seres humanos, a partir do metabolismo do aminodcido essencial metionina. A Hey
¢ degradada no corpo através de duas vias metabolicas, enquanto uma pequena parte € excretada
pelos rins. A degradagdo e os niveis da Hey requerem a presenga de acido folico, vitaminas B6
e B12. (Zaric et al 2019).

Ademais, Hernandez-Landero e Colaboradores (2022) observaram que os niveis
elevados de homocisteina (Hcy) tém sido associados a um maior risco de doengas
cardiovasculares e neurodegenerativas, com associacdo a desmetilagdo passiva do DNA. E
ainda, que alteragdes no IMC e o nivel elevado de Hey foi maior em mulheres e nos homens a
associacdo da hiper-homocisteinemia foi relacionada ao consumo elevado de proteina e em
especial de metionina.

Ainda no que se refere aos efeitos da Hcy elevada, observa-se que tem efeitos deletérios
sobre a funcdo cardiaca, uma vez que sua elevacao afeta o sistema vascular e para tal afeta
diretamente a fungdo cardiaca e leva a alteracdo do estado geral dos paciente com IC (Piquereau,
et al, 2022)

Guest e colaboradores (2015) indicam que a terapia com vitamina B12 reduz o dano

oxidativo e os niveis de inflamagdo, tanto sistemicamente quanto no sistema nervoso central,
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35

especialmente associados ao folato, e melhora a doenca microvascular associada a
hiperhomocisteinemia. de forma associativa, Van de Laemaat e colaboradores (2019)
observaram que dentre as potenciais propriedades antioxidantes da B12 estdo: eliminagdo e
estimulo a eliminacdo dos ROS, modulagdo da citocina e do fator de crescimento e
ainda reduc¢do do estresse oxidativo causado por produtos finais de glicacdo avancada.

Por uma outra perspectiva, Hosain e Colaboradores (2022) alertam para o papel da B12
na homeostase e saiude intestinal, onde 80% das bactérias intestinais sdo dependentes da
ingestdo de B12 para suas reagdes metabdlicas, ou seja, a B12 interfere na biota, bem como na
estrutura das vilosidades. E ainda, ha achados recentes que associam a modulagdo da microbiota
intestinal como potenciais estratégias terapéuticas preventivas para doencas cardiacas
inflamatorias (Tschope et al, 2021).

Em oposicdo, 0 estudo de Van der Wal (2015) apontou que a deficiéncia de vitamina
B12 e folato é relativamente rara em pacientes com IC cronica e concluiram que devido a
auséncia da associacdo significativa ativa entre o volume corpuscular médio e os niveis de
vitamina B12 ou acido fdlico esse indice celular deve ser usado com cautela no diagnostico

diferencial de anemia em pacientes com IC cronica.

1.4.2 Aspectos fisico-quimicos e biolégicos da Chlorella pyrenoidosa

A cultura de microalgas em grande escala para producdo de biomassa, tanto para uso na
elaboracdo de alimentos, tem crescido em todo 0 mundo, uma vez que varios compostos podem
ser relacionados a estas, como: acidos graxos poli-insaturados, carotendides, ficobilinas,
polissacarideos, vitaminas, ester6is e diversos compostos bioativos naturais (como
antioxidantes e redutores do colesterol), compondo as microalgas ao grupo dos alimentos
funcionais (Derner et al, 2006; Rasheed et al, 2020).

H& mais de cinquenta mil tipos de espécies de microalgas, das quais trinta mil foram
estudadas e dentre estas destacam-se no mercado farmacéutico a Chlorella sp. e a Spirulina sp.,
e ainda, além dos inimeros nutrientes observados apontam as vitaminas na condi¢do moléculas
encontradas de forma ampla nas microalgas com acBes com acbes antioxidante e
neuroprotetoras, dentre estes as principais sdo: vitamina C, K, B12, A e a-tocopherol (Mesadri
et al, 2021).

No grupo das microalgas, existe 0 Filo Chlorophyta e neste ha o género Chlorella —
palavra oriunda do grego chloro (verde); e do sufixodiminutivo latino e/la (pequeno) - no qual

existem varias espécies (C. vulgaris, C. ellipsoidea, C. saccharophila, C. sorokiniana, entre
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outras) incluindo a Chlorella pyrenoidosa, sendo um organismo verde, unicelular de d4gua doce
e eucarionte (Viegas, 2010).

A Chlorella sp. apresenta na composicdo acidos graxos poliinsaturados, o acido
docosahexaendico (DHA, 22:6, n-3), o acido eicosapentaendico (EPA, 20:5, n-3), &cido
araquidénico (ARA, 20:4, n-6) e os acidos-linolénicos (ALA, 18:3, n-3), carotendides sendo
fonte de B12, cujos beneficios a salde estdo relacionados no tratamento de doencas
cardiovasculares e no desenvolvimento de células cerebrais, sendo considerados o0s seus
beneficios nutricionais e de aplicagdo farmacéutica (White & Gurney, 2024; Bito et al, 2020).

Mais especificamente, Chlorella pyrenoidosa ¢ uma fonte alimentar com elevada
proporcao de proteina (57% de proteina, 2% de gordura, 26% de carboidratos, 2% de fibras,
10% de minerais e vitaminas — composicao seca), sendo esta, uma composi¢ao que a coloca na
condicdo de alimento funcional, pois apresenta um variedade de fungdes bioldgicas, incluindo
antioxidante, anti-hipertensivo, anti-inflamatério, imunomodulador, antidislipidémico,
antidepressor, antidiabético, antitoxico, bem como cicatrizante e propriedades quimio-
preventiva, devido aos varios compostos fenolicos, vitaminas e minerais (Viegas, 2010; Chiu
& Lee, 2021).

Ademais, estudo analisou extratos C. pyrenoidosa em laboratorio e obteve achados
de alto teor de proteina, perfil completo de aminoacidos, como também a atividade
antioxidante significativa, apresentando uma caracteristica de antioxidante natural
(Machado et al, 2017).

1.4.3 Efeitos positivos da Chlorella pyrenoidosa

As vitaminas B tem efeitos numerosos sobre a fun¢ao cerebral e cardiaca, no entanto,
existe o problema, principalmente em paises subdesenvolvidos, relativos a deficiéncia dessas
vitaminas (Kennedy, 2016; Rahman, Baumgartner, 2019). Mais especificamente sobre a B12
(cobalamina) hd uma relagao com a modulagao de processos inflamatorios, inclusive em nivel
de intestino e a relacdo com a saude cardiaca, hematologica e cerebral (Hossain et al, 2022;
Paniz et al, 2005).

A hiperhomocisteinemia ja ¢ considerada um dos maiores riscos neudegenerativos,
cardiovasculares e indutor de inflamacdo em idosos (Tawfik et al, 2021). O nivel de
homocisteina total no soro ¢ influenciado pela presenca ou auséncia das vitaminas B6, B12 e
acido folico. Pode causar hiperhomocisteinemia e pode haver homocistintria, afetando 6rgaos-

alvo, como coracao e cérebro (Zaric et al, 2019).
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Nessa perspectiva clinica, estudos de intervengdo para correcdo da hiper-
homocisteinemia com suplementacdo de B12 foram realizados, alguns com melhoras da
doenca, outros com redu¢do da atrofia cerebral (Green ef a/, 2017). Estudos com suplementacgao
de micronutrientes para doengas cardiovasculares, como zinco e selénio, ainda nio tém
evidéncias cientificas suficientes para sua suplementacdo na prevencdo de doencas
cardiovasculares (Gac¢ et al, 2021).

Ademais, estudos comprovam que a Chlorella pyrenoidosa tem biodisponibilidade de
B12, ¢ uma forma natural de suplementagdo por tratar-se de alimento (Merchant et al, 2015;
Bito et al, 2020). Estudos apontam a relevancia da nutricdo para reducdo dos sintomas
inflamatérios e da subnutricdo nos internados, bem como dos problemas no p6s-Covid do
carater da B12, ma nutri¢do, sintomas gastrintestinais e metabolicos. Mais especificamente da
utilizagdo de nutracéuticos, cujo consumo ¢ seguro e apresentam baixa toxicidade (Quiles, et
al., 2020).

A Chlorella sp. ¢ uma microalga, também conhecida como cianobactéria e foi estudada
por Fallah e colaboradores (2018) no tratamento de pacientes com risco cardiovascular, a
pesquisa observou-se controle da pressdo sistolica e diastolica, bem como reducio dos niveis
de colesterol total e HDL. Haidari e Colaboradores (2018) analisaram o uso da Chlorella sp.
em mulheres e observaram redu¢ao dos niveis de fadiga, dor de cabega e nauseas (oriundos da
dismenorreia), assim como redugdo dos niveis séricos de marcadores inflamatorios. Assim, a
forma ativa da Chlorella sp. tem relagdo positiva com imunomodulagdo, atividade antioxidante,
efeitos contra o diabetes, hipertensao e hiperlipidemia (Bito et al, 2020).

Também ¢ indicado seu uso prolongado (pelo menos 3 semanas) com vistas a melhorar
o volume de oxigénio méximo, contudo o consumo de 6g/dia em 2 dias em adultos saudaveis
indicou melhora das taxas de lactato e consumo de O> durante o exercicio fisico de intensidade
submaxima e maxima (White & Gurney, 2024), Queiroz e colaboradores (2016) observaram
que a Chlorella vulgaris produziu em nivel cerebral reducdo do estressa na ativagédo
hipotalamo-hipofise-adrenal em ratos.

Uma pesquisa em um modelo animal com o uso da C. pyrenoidosa em extrato de agua
quente observou o aumento do tempo de vida 1til da enzima a superdxido desmutase (SOD)
que faz parte do sistema de defesa enzimatico atuando como antioxidante, bem como observou
concentragdes maiores que as de outros alimentos funcionais (queijo, chocolate e vinho) de
feniletilamina, que € um composto amino endogeno tragco e um estimulante do Sistema Nervoso

Central (SNC) atuando no humor, perda de peso e depressao (Zheng et al, 2020).
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I.5 Estimulacio Transcraniana por Corrente Continua de Alta Densidade (HD-tDCS)

como Adjuvante Terapéutico nas Doencas Cardiacas

1.5.1 Breve historico da neuroestimulagéo

Uma das formas de classificar as técnicas de neuromodulacdo pode ser pela forma nao
invasivas ou invasivas do método. Nessa perspectiva moderna, a neuroestimulagdo que vem
evoluindo e se diferenciando por meio de diferentes dispositivos com fins de modular e/ou
alterar fungdes especificas no cérebro ou do sistema nervoso, cujas indugdes podem ser
introduzidas por correntes elétricas produzidas por eletricidade ou por magnetismo (Alves,
2015; Knotkova et al, 2019).

Dessa forma, nos métodos nao invasivos estdo incluidas Estimulagdo Magnética
Transcraniana (TMS), Estimulagdo por Ultrassonografia Transcraniana (TUS) e Estimulagao
Transcraniana Elétrica (tES). Nas tES estdo inclusas as técnicas: Estimulagdo Transcraniana
por Corrente Continua (tDCS ou ETCC); Estimulagao do Nervo Trigémeo por Corrente Elétrica
(TNS); Estimulacdo Transcraniana por Ruido Aleatério (tRNS); Estimulacdo repetitiva
transorbital por corrente alternada (rtACS), estimulacdo elétrica transcorneana (TcES),
estimulagdo elétrica transescleral (TsES); (Lenta) estimulag¢do transcraniana por corrente
continua oscilante (so-tDCS), estimulagdo transcraniana por corrente continua sinusoidal (ts-
DCS); Estimulagao transcraniana por corrente alternada (tACS); Estimulacao transcraniana por
corrente pulsada (tPCS) Estimulagdo elétrica transcraniana de alta defini¢do (HD-tES),
Estimulagdo transcraniana de corrente continua de alta definicdo (HD-tDCS) (Knotkova et al,
2019; Gebodh et al, 2019).

Assim, para melhor compreensao dos desdobramentos para uso cientifico e terapéutico
da neuroestimulacdo é necessario compreender o processo historico e ja se sabe que desde as
primeiras evidéncias da existéncia de eletricidade que ha evidencias também do uso do choque
elétrico em humanos para fins terapéuticos, a exemplo do uso do peixe-torpedo sobre o escalpo
para liberar uma corrente elétrica intensa e aliviar a dor de cabeca pelo médico Scribonius
Largus, no século I. Porém, entre 1750 e 1950 a eletricidade passa a ser promovida como
tratamento e os primeiros estudos, como o de Giovani Aldini, em 1950, realizado com animais
e criminosos recém-executados e descobriu que a eletroterapia poderia ser utilizada para reviver
vitimas de afogamento (Schestatsky, 2017).

Durante o século X1X existiram estimulos elétricos em varias partes do mundo, porém
em virtude da variabilidade entre eles, houve dificuldade de consolidagdo de concluses com
aspectos mais efetivos. Ja ao longo do século XX, a eletromedicina envolvendo a estimulacdo
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elétrica pulsada tornou-se dominante, com advento da intervencdo farmacoldgica e do

eletroconvulso (figura 1) (Vandermeeren et al, 2010;).

Figura 1. Marcos Historicos das Fases da Neuromodulac¢io Nao-Invasiva
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Fonte: Elaboragdo Propria, BioRender®, 2023; Schestatsky, 2017

No inicio dos anos 2000, essa pausa historica terminou, por meio do relatério sobre 0s
efeitos antidepressivos da tDCS. Os pesquisadores Nitsche e Paulus expandiram o impacto do
tDCS na excitabilidade do cortex motor primario (M1) uma vez que apresentam uma nova
técnica, cujo eletrodo “ativo” posicionado no alvo (M1) e o outro eletrodo, de “referéncia”,
posicionado na Orbita contralateral, ndo utilizando mais um eletrodo extracefélico
(vandermeeren et al, 2010).

Dados sugerem a tDCS com corrente direta de baixa intensidade, dos anos 2000 em
diante, como uma técnica investigativa e terap€utica util, pode induzir efeitos benéficos em
distarbios cerebrais (psiquiatricos e neuroldgicos), mais especificamente, em diferentes areas
corticais demonstrou, em varios estudos, resultar em modificagdes das funcbes perceptivas,
cognitivas e comportamentais, sendo considerada uma ferramenta promissora na neurociéncia
humana e na pesquisa neurocomportamental, uma vez que as descri¢Ges dos efeitos no cérebro
e na funcdo neural datam desta época (Nistshe et al, 2008; Arul-Anadam et al, 2009; Knotkova
et al, 2019).
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Ademais, considera-se ao longo do recorte historico, seus marcos e aprofundamento das
pesquisas, num aspecto de carater mais pratico, a estimulacdo por corrente elétrica continua
como mais atrativa que a estimulacdo por campo magnético, pelos efeitos corticais e menos
efeitos adversos (Schestatsky, 2017).

Foram observados efeitos positivos da tDCS em condi¢des comportamentais, cognitivas
e clinicas. A exemplo, melhora no tratamento de doencas como transtorno do déficit de atencéo
e hipertatividade (70,3%), transtorno do espectro autista (36,3%) e dislexia (57,1%) e sem
efeitos colaterais (Alisalehinejad et al, 2021). Para a depresséo e uso da neuroestimulagéo por
tDCS, ha um consenso europeu que indica nivel de evidéncia B a partir dos achados clinicos
mais promissores (Moffa et al, 2018).

Porém, ja ha um Consenso Latino-Americano e Caribenho para 0 manejo da dor crénica
por meio da neuromodulacéo, cujo nivel de recomendacao é A paraestimulo anodal por tDCS
ao cortex motor primario (M1) para casos de fibromialgia (Baptisa, 2019; Moisset et al, 2020).

Apesar do reconhecimento do potencial terapéutico da tDCS convencional para varias
condi¢des dolorosas em curso, existem limitacbes quanto & aplicagdo da técnica. Sendo assim,
a medida que os seus mecanismos de acdo sdao mais bem compreendidos e as tecnologias
tornam-se disponiveis, novas abordagens devem ser desenvolvidas ou mesmo aprimoradas,
visando estabelecer protocolos mais personalizados e baseados nas necessidades individuais
(Morya et al., 2019).

Assim, com vistas a aperfeigoar a aplicagdo de corrente direta, introduz-se um novo
protocolo, High Definition Transcranial Direct Current Stimulation (HD- tDCS), estimulacéo
de alta definicéo, foi introduzida no cenario das modalidades de neuroestimulacdo. Trata-se de
eletrodos menores, em formato de disco implantados em configuragéo de anel 4 x 1, ou seja,
um central e quatro periféricos, formando um halo e permitindo a alta defini¢do no local
delimitado, para estimulo mais focal. Entdo, a HD-tDCS foi introduzida no cenario das
modalidades de neuroestimulacao, com vistas a otimizar a forca de estimulacdo ou a focalizacéo

em vérias areas do cérebro (Kuo et al, 2013; Bikson et al, 2019).

1.5.2 Propriedades técnicas da HD-TDCS

A Estimulagdo Transcraniana por Corrente Continua (tDCS) utiliza-se de dispositivos
que conduzem a corrente elétrica para fins de modular a funcdo cerebral (experimental ou
clinica). Assim, todos os dispositivos tDCS incluem um estimulador controlado por corrente e

eletrodos para posicionar no couro cabeludo e conduzir a corrente. A corrente para estimulacao,



41

portanto, pode ser definida pelo tamanho, posicéo dos eletrodos, duragéo e intensidade. Ou seja,
a estimulagdo convencional da tDCS envolve correntes diretas fracas (260 HA — 2 mA)
aplicadas ao couro cabeludo por meio de almofadas retangulares baseadas em esponja
(nominalmente 25 — 35 cm ?) (Nistcheet al, 2000; Truong; Bikson, 2018).

Porém, ao considerar a baixa condutividade do cranio que limita a focalizacéo elétrica,
trazendo uma ampla difusdo do campo elétrico, a estimulagdo transcraniana por corrente
continua de alta definicdo (HD-tDCS) parece superar essa desvantagem do tDCS bipolar
tradicional (Datta et al, 2009; Caparelli-Daquer et al, 2012; Mesina et al, 2021).

Dessa forma, a preparacdo dos eletrodos na HD-tDCS se difere da tDCS, uma vez que
0 arranjo dos eletrodos passa a ser 4x1, em menor tamanho e de alta defini¢cdo, em configuracédo
de anel, favorecendo o fluxo de corrente cerebral. Assim, ha um eletrodo central cercado por
quatro eletrodos de polaridade oposta, que restringe a corrente predominantemente ao cortex
circunscrito pelo anel com maior focalidade (Edwards et al. 2013; Villamar et al, 2013; Truong;
Bikson, 2018). Na figura 2 apresenta-se a simulagao do campo elétrico focalizado da HD-tDCS.

Assim, os eletrodos eram de grande dimensdo envolvidos em esponjas embebidas em
solucdo salina, que aplicavam uma corrente elétrica difusa estimulando além da area alvo,
alcancando regides indesejadas de forma ndo previsivel, garantindo baixa precisao espacial e
menor focalidade na area cortical alvo (Bikson et al., 2010; Datta et al., 2009). Estes foram
substituidos por eletrodos pequenos de gel, delimitando a estimulagdo ao didmetro dos
eletrodos, com melhor direcionamento do fluxo de corrente e niveis despreziveis em areas
subcorticais (Villamar et al., 2013; Da silva et al., 2011).

Reckow e Colaboradores (2018) investigaram a tolerancia da HD-tDCS para fins de
seguranca e tolerabilidade, principalmente em adultos mais velhos. Identificaram que a HD-
tDCS (com 2 a 3 miliamperes) foi bem tolerada, sendo indicada para ensaios clinicos. Além
disso, 0 maior numero de eletrodos permite maior flexibilidade na montagem e, assim, favorece

também na focalidade (Dmochowski et al. 2013).
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Figura 2. Simulacio do Campo Elétrico por tDCS (4nodo: C4; catodo: ombro esquerdo)

e por HD-tDCS (4nodo: C4; catodos: FC2, FC6, CP2, CP6) representado a Focalidade
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Fonte: Masina et al, 2021

Entretanto, Ostrowski e Colaboradores (2022) numa metanalise sobre HD-tDCS para
avaliar a estimulacdo catodica observou grande heterogeneidade nos estudos, variacdo no
tamanho dos eletrodos, variagdo nos tamanhos de efeito, reforgando a necessidade de maiores

estudos na area.
1.5.3 Uso da estimulacéo cerebral nos disturbios inflamatorios e a doenca cardiaca

A Estimulagdo Transcraniana por Corrente Direta (tDCS) ¢ uma técnica de estimulagdo
elétrica transcraniana para fins de modulagao e excitabilidade cerebral, que ja foi demonstrada
efeito em humanos, sendo denominada como uma técnica neuromodulatéria em virtude dos
efeitos em processos inflamatérios e de alteragcdes de neurotransmissores (Nistcheer al, 2000;
Woods et al, 2016).

As citocinas estdo envolvidas nos processos inflamatdrios e desempenham diversos
papéis no sistema nervoso central ainda nao bem elucidados. Assim, citocinas pro-inflamatoérias
(a exemplo, IFN-y, TNF-a e IL-1B) podem modular a excitabilidade neuronal e os circuitos
cerebrais por meio de seus efeitos em varios sistemas de neurotransmissores, estdo relacionadas
aos envelhecimento do cérebro, podem estar associadas a uma inflamagao sistémica induzida
por virus ou bactérias e ainda estar associada a danos cerebrais a disturbios psiquiatricos. Dessa
forma, ha beneficios anti-inflamatorios da tDCS, porém ainda ndo totalmente elucidados
(Ethridge et al, 2022).
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A estimulacdo transcraniana por corrente continua (tDCS) demonstrou beneficios
clinicos, como analgesia, efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetores em ratos. Foi observado
que a tDCS diminuiu a sensibilidade a dor e os niveis cerebrais de TNF-o (Callai et al, 2022).

Em seu estudo, Suchting e colaboradores (2020) analisaram amostras de sangue de
pacientes adultos com dor crénica portadores de osteoartrite, cujo objetivo versava em usar a
tDCS para mensuracgdo de imunidade e estresse. De forma que os niveis de I1L-6, IL-10, TNF-
a e B-endorfina demonstraram-se mais baixos de no grupo tDCS ativo, fornecendo evidéncias
preliminares de que o tDCS ativo (em relagdo ao falso) estd associado a niveis reduzidos de
inflamacéo.

Ja Galvagni e colaboradores (2022) identificaram em seu estudo que tDCS (estimulacao
transcraniana por corrente continua), por ser neuromoduladora, pode alterar a sintese de
proteinas, inclusive de citocinas, mais especificamente alterando o carater pré-inflamatorio em
animais, modificando assim, comportamentos. Entretanto, reforca a necessidade de mais
estudos para estabelecer os mecanismos envolvidos na a¢do do tDCS sobre os niveis de
citocinas pro-inflamatoérias.

Ainda, Guo e Colaboradores (2022) investigou o potencial da tDCS no
comprometimento cognitivo de uma deméncia vascular (DV) em um modelo animal.
Identificaram que a estimulacéo por corrente continua (ETCC) anddica pode inibir expressao
de IL-1B, IL-6 e TNF-a induzida por hipoperfusdo para atenuar a inflamagdo resposta no
hipocampo. Identificaram ainda um possivel papel terapéutico da ETCC no tratamento de
comprometimento cognitivo em DV (Guo et al, 2020).

A proteina C-Reativa (PCR) também foi analisada como um marcador inflamatério em
pacientes com disfagia pos-acidente vascular cerebral de tronco encefilico os quais foram
neuroestimulados por tDCS por oito semanas. Estes apresentaram melhora nas escalas de
disfagia e da PCR (Mao et al, 2022).

A tDCS foi considerada segura e eficaz em estudos do sistema cardiovascular (Lee et
al, 2017; Vandermeeren et al, 2010). Ademais, observou-se ainda que pacientes com sequelas
de acidente vascular cerebral neuroestimulados tiveram melhora do padrdo respiratorio,
melhorando o volume respiratério forgado e da capacidade vital forcada (Lee et al, 2017).

Ademais, Ramalho e Shah (2020) reforcam sobre a evolugédo de técnicas ndo invasivas
para tratamento da doenca cardiaca e pulmonar. Nessa mesma perspectiva, tem-se utilizado a
estimulagdo elétrica transcraniana para fins de modulacdo e excitabilidade cerebral em
humanos, cuja técnica induz o estimulo cortical e alteracdo da atividade por meio do fluxo da

corrente através dos neurdnios-alvo, modulando, assim, dentre outros efeitos, processos
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infamatorios e alteracbes de neurotransmissores, sendo considerada uma técnica
neuromodulatoria (Woods et al, 2016).

Observa-se ainda uma relacdo bidirecional entre transtornos afetivos e anormalidades
cardiovasculares, assim sendo, transtornos depressivos maiores (TDM e transtornos de
ansiedade) aumentam significativamente o risco de desenvolver doengas cardiovasculares
(DCV). E, a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) tem sido frequentemente sugerida
como um potencial mediador nessa comorbidade (Kidwell; Ellenbroek, 2018).

N&o obstante, tDCS é proposta recentemente uma recomendacdo de Nivel B para uso
em pacientes deprimidos pelo Consenso Europeu, devido a sua capacidade de modular a
excitabilidade cortical e induzir efeitos duradouros e frete a citocinas inflamatérias (Bennabe;
Haffen, 2018). De forma mais especifica, segundo Da Silva et al. (2011), podem existir a
modificacdo dos sintomas comportamentais apds HD-tDCS no M1 por meio de modulagéo
secundaria de outras areas, como nucleos talamicos, cdrtex cingulado e cortex insular.

Considerando a fisiopatologia do SARS-CoV-2 e sua relacio com o sistema
neuroimune, equilibrio autondmico, sintomas musculoesqueléticos e respiratorios,
neuropsiquidtricos e cardiacos apresentados pelos pacientes, destacamos 0 uso potencial de
métodos ndo invasivos de neuromodulacdo para avaliacdo de eficacia no tratamento de
pacientes com COVID-19, visto que essas técnicas podem ser Uteis no manejo de aspectos
clinicos importantes na recuperagdo funcional dos individuos afetados pela doenca (Baptista et
al., 2020).

Assim, Andrade e Colaboradores (2022), utilizaram a neuroestimulacao por HD-tDCS
em pacientes com Covid-19, em seus achados observaram um tempo maior fora do respirador
nos pacientes neuroestimulados, sendo considerado um potencial adjuvante terapéutico em
pacientes criticos com doenca pulmonar aguda. Mais ainda, observaram redugo de disfungdes
organicas (como cardiovascular) nos pacientes neuroestimulados.

De forma complementar, hd estudos indicando a neuroestimulacdo para diferentes
aplicacdes clinicas, com a proposta inclusive de um niimero reduzido de sessdes por tDCS.
Reforga-se ser uma alternativa de baixo custo e que proporciona bem-estar aos pacientes, sendo,
portanto, necessarios estudos para melhor compreensao da utilizagao na pratica clinica (Callai

etal,2022).
1.5.4 Efeito Priming da HD-tDCS para a Cirurgia Cardiaca

Ha evidéncias que direcionam fortemente para a relagao do eixo cérebro coragdo, o qual

¢ composto por multiplas areas interrelacionadas. Ocorre que existem areas no cérebro
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(amigdala, insula, tdlamo, hipotdlamo e cortex pré-frontal) emitem sinais sindpticos os quais
sao transmitidos pelo Sistema Nervoso Autdnomo (SNA) simpatico e parassimpatico para o
plexo ganglionar autondmico, sendo esta a regulagdo cardiaca intrinseca, compostas por
neuronios aferentes, neuronios motores, interconectando com neurdnios de circuitos locais, os
quais podem expressar imunorreatividade (Waldron ef al, 2019; Gu et al, 2022).

Nesse sentido, a IC leva a hiperatividade simpatica desempenha um papel significativo
da doenga cardiaca, mais especificamente na cardiovascular. Sabe-se que ha medicamentos
antagonistas da hiperatividade simpética, porém as terapias de neuromodulagdo vém sendo
gradualmente utilizadas para o tratamento da IC (Liu ef al, 2022).

A partir desta perspectiva, e ainda que a cirurgia cardiaca, principalmente a que requer
uma técnica de circulacdo extracorporea, leva a reacdes inflamatdrias e com consequéncias
clinicas (Giintiirk et al, 2024) aborda-se o racional tedrico dos estudos tipo priming no campo
da neurostimulagao.

A utilizagao do priming para estudos de neuroestimulacao referem-se a um estimulo ao
cérebro num ponto do tempo influenciando os resultados em um posto posterior a partir de uma
intervenc¢do subsequente e assim, podendo levar a interagcdes metaplasticas, ou seja, levando a
incorporagdo de mecanismos regulatorios homesostaticos para manter a plasticidade dentro de
uma faixa fisiologicamente util. Ha estudos observaram as interagdes metaplasicas de priming
e de tDCS (Hurley & Machado, 2017).

Logo, o priming na tDCS induz um mecanismo de metaplasticidade, de forma que a
plasticidade da sinapse no periodo da intervencdo ¢ influenciada pelo estimulo priming que
aprimoram o estimulo sequente (De Smet et al, 2024).

O estudo de Bian e colaboradores (2024) utilizou o HD-tDCS como priming para
sequencial estimulo magnético em pacientes ap6és acidente vascular cerebral, com vistas a
observar pré-condicionamento (priming) com a HD-tDCS para potenciar a plasticidade cortical
induzida pela estimulacdo de rajada teta intermitente (iTBS) e observaram resultados favoraveis

para recuperagdo motora dos pacientes.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/amygdala
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/insula
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/thalamus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/afferent-neuron
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11 DESENHO DA INVESTIGACAO

I1.1 Justificativa e Apresentacdo do Problema

Pacientes com IC tém sido hospitalizados com quadros mais agravados da doenga,
necessitando de cuidados intensivos, com uma proporc¢ao mais elevada em idosos, constituindo
uma das principais causa de mortalidade global, direcionando assim, a necessidade de mais
estudos na area para favorecer o cuidado clinico adequado (Katz et al, 2016; Mensah, 2019).
Ademais, devido ao envelhecimento da populacao associado as doengas cronicas como
obesidade e diabetes, estima-se que a Insuficiéncia Cardiaca atinja mais de 60% dos
internamentos na proxima década (Harris ef al, 2020).

E ainda, no agravamento da ICFEr, fracdo de ejegdo > 35 %, ha indicagdo a cirurgia
cardiaca e, mediante resultados perioperatorios diversos devido as varias consideracdes
metodologicas, cabem estudos que conduzam um conjunto de dados favorecedor do manejo
perioperatorio e de cuidados na IC (Smilowitz et al, 2021). Bem como, formas de avaliacdo
que integrem outros orgaos e sistemas para contribuir com melhoria na qualidade de vida, na
terapia e no prognostico de pacientes com ICFEr (Barbosa-Ferreira, 2022).

Pacientes em estados mais graves cujos orgaos-alvo estdo acometidos (doenga aguda ou
crOnica presente) com uma cascata inflamatdria presente, mais especificamente os pacientes
em UTI, os quais por vezes, sdo ressuscitados com vasopressores ou estdo em uso de agentes
bloqueadores neuromusculares ou apresentam quadro de septicemia, devem iniciar uma
conduta nutricional tréfica precoce para fins de otimizar o resultado clinico, bem como ter uma
terapia nutricional individualizada para evitar o consumo inadequado, protedlise, deficiéncia
de micronutrientes e sarcopenia (Aspen, 2017; Kaegi-Braun et al, 2021; Wischmeyer, 2021).

Além disso, as sequelas musculoesqueléticas envolvem fraqueza ocasionada pela
sarcopenia e perda de forga muscular em resposta a infec¢do viral, imobilidade e nutricao
insuficiente e possiveis agravos de multiplos sistemas (Nogueira, et a/, 2021; Braz, 2021) E,
remetem, assim, a relevancia da avaliagdo nutricional e acompanhamento alimentar nos
pacientes em nivel ambulatorial, pelos problemas crdonicos.

Estudos apontam a importancia da nutricdo para redugdo dos sinais € sintomas
inflamatérios e da subnutri¢ao nos internados, bem como dos problemas do carater da B12, ma
nutricao, sintomas gastrintestinais ¢ metabolicos. Mais especificamente da utilizacdo de

nutracéuticos, cujo consumo ¢ seguro e apresentam baixa toxicidade (Quiles, ef al., 2020).
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De forma analoga, estudos indicam que a Chlorella pyrenoidosa € uma microalga e tem
sido usada como alimento, mais especificamente como alimento funcional. E rica em proteina,
B12, selénio, entre outros nutrientes. E seu consumo esté relacionado a protecao cardiovascular
pela reducdo da pressdo sanguinea; tem agdo antioxidante e desintoxicacdo hepatica, efeito
imunomodulador (também em resposta as infecgdes virais); age contra a depressao e tem efeito
sobre o controle glicémico (Kwak et al, 2012; Bito et al, 2020).

Uma outra terapia adjuvante e ndo invasiva para o manejo da disrup¢do inflamatdria
associada as doengas cardiovasculares, ¢ estimulagcdo por corrente continua, como um recurso
de facil manejo, baixo custo e segura (Datta et al., 2009; Callai et al, 2022).

Assim sendo a tDCS anddica foi associada a atenuagdo do processo inflamatério pela
modula¢do da expressdo de IL-1B, IL-6 e TNF-a induzida por hipoperfusdo, bem como
citocinas e interleucinas, num processo de modulagdo da inflamacdo (Guo et al, 2020;
Gavalgani et al, 2022).

Nesse sentido, pesquisas observaram que a HD-tDCS induz efeitos neurofisioldgicos e
clinicos significativos em individuos saudaveis e pacientes, caracterizando-se por ser uma
estimulagdo segura, confortavel e com boa tolerabilidade (Minhas et al., 2010; Edwards et al.,
2013), prometendo uma maior eficacia que a técnica convencional (Morya et al., 2019) e
utilizada como priming com efeito metaplastico (Bian et al, 2024).

Resumidamente, uma vez que a ICFEr também esté associada a alteragdes no sistema
nervoso central, mais especificamente relacionadas ao Sistema Nervoso Autdbnomo, 0 emprego
de corrente elétrica ndo invasiva pode atuar os fatores inflamatérios como priming para o
procedimento cirdrgico pelo estimulo em alvos corticais no cértex pré-frontal dorsolateral
esquerdo em areas do Sistema Nervoso Autbnomo (SNA). Esta area, por meio da hiperatividade
simpatica do SNA proveniente da ICFEr, desencadeia, dentre outros fatores, na resposta
inflamatdria, contracdo dos vasos e remodelamento cardiaco conduzindo ao agravamento dos
quadros (Liu et al, 2022).

Ou seja, a modulacdo da excitabilidade neuronal de areas corticais pode interferir na
regulacdo imunoldgica e na inflamagdo, alterada liberacdo e tempestade de citocinas,
provenientes da ICFEr. Embora tenhamos disponiveis evidéncias recentes dos beneficios da
neuroestimulagdo como priming e da suplementacdo nutricional, ainda existe escassez de
ensaios clinicos controlados que demonstrem os efeitos das terapias de forma adjuvante no
periodo pré-cirdrgico e pds-cirdrgico em pacientes com insuficiéncia cardiaca de fragdo de

ejecdo reduzida.
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I1.2 Hipoteses

Dessa forma, levanta-se como hipoteses para pesquisa:

l. Procedimentos cirargicos cardiacos com pacientes de ICFEr levam a reagdes
inflamatorias ¢ com consequéncias clinicas (Giintiirk et al, 2024). Necessidade de
estudos que avaliam o periodo periciragico (Karakanas et al, 2022). As terapias de
neuromodulacdo vém sendo gradualmente utilizadas para o tratamento da IC (Liu
et al, 2022). Avaliacdo nutricional do pericirigico e a associacdo do risco de
complicagdes pos-operatorias (Uribarri et al, 2019). A utilizagdo de Chlorella
pyrenoidosa como fonte de B12 e como potencial regulacio da resposta inflamatoéria
(Quiles, et al., 2020; Bito et al, 2020). E a HD-tDCS utilizada como priming com
efeito metaplastico (Bian et al, 2024).

Assim hipotetizou-se que:
e As terapias ndo farmacoldgicas, HD-tDCS e o consumo de Chlorella
pyrenoidosa, sdo terapias adjuvantes que auxiliam na reducgdo da resposta
inflamatoria, da injuria cardiaca e nos niveis de B12 em pacientes no periodo

da pericirurgia.

Il.  Arelagdo cérebro-coracdo e a disrupg¢ao da inflamacgao (Waldron et a/, 2019). Estudos
adicionais para explorar os efeitos do tratamento com neuroestimulagdo como
terapia unica ou complemento de medicamentos e/ou outras terapias (Moffa et al,
2018).

Assim, hipotetizou-se que:
e A HD-tDCS como priming em pacientes com ICFEr pré-cirurgicos traz

melhora de marcadores inflamatorios e de injuria cardiaca.

L. A relacdo da alteracdo de B12 e da homocisteina e a influéncia na doenca cardiaca
e neurodegerenagdo cerebral (Hernandez-Landero et al, 2022; Piquerau et al, 2022),
bem como a inflamacdo e estresse oxidativo originado da insuficiéncia cardiaca
(Huang et al, 2021) e a Chlorella pyrenoidosa como fonte de B12 e o seu efeito
imunomodulador (Kwak et al, 2012) e os efeitos sobre a inflamagdo cerebral e
neuromodulacdo da neuroestimulagdo ndo invasiva (Guo et al, 2020), esperou-se

que:
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e Pacientes com ICFEr pds-cirurgicos tratados com Chlorella pyrenoidosa
obtivessem melhora nos niveis de B12 sanguinea, do perfil inflamatorio e da

injuria cardiaca destes pacientes.

I1.3 Objetivos

11.3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da HD-tDCS e do consumo de Chlorella pyrenidosa sobre os niveis
de B12 e a resposta inflamatéria em pacientes com Insuficiéncia Cardiaca de Fracao de Ejecao

Reduzida no periodo pericirargico.

I1.3.2 Objetivos especificos

e Averiguar as alteragdes de biomarcadores inflamatorios, cardiaco e nutricionais mediante a
terapia por HD-tDCS nos pacientes arrolados no estudo como priming antes do
procedimento cirlrgico;

e Analisar o efeito do consumo da C. pyrenoidosa nos niveis de B12, acido metilmalénico e
homocisteina em pacientes com ICFEr no periodo de trinta dias ap6s o procedimento
cirurgico;

e Auvaliar as alteracfes de biomarcadores inflamatorios e cardiacos mediante a terapia por
consumo de Chlorella pyrenoidosa nos pacientes com ICFEr no periodo de trinta dias apds

o0 procedimento cirdrgico.
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III METODOS
I11.1 Desenho Do Estudo

Foi desenvolvido um estudo tipo coorte prospectivo, ensaio clinico (fase II)
randomizado (ECR), duplo-cego envolvendo o periodo pericirtigico, mais especificamente pré-
cirtirgico e pos-cirurgico em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca com fragdo de
ejecao reduzida (ICFEr) para cirurgia de revasculariza¢dao do miocardio.

Para conducdao metodologica dos estudos de eficicia esta tese foi dividida em
subestudos separados nomeados de: Estudo 1 ou Estudo Pré-Cirtrgico e Estudo 2 ou Estudo
Pos-Cirargico. Os ECRs 1 e 2 fizeram parte ainda do Termo de Protocolo entre Secretaria de
Estado da Saude, Soterix CO. (Nova lorque) e Universidade Federal da Paraiba (UFPB)/Laben,
havendo a submissio e aprovagio do projeto no Comité de Etica e Pesquisa (CAAE
71646823.2.0000.5186— Anexo I). Também foi cadastrado na plataforma de ensaios clinicos -
Clinical Trial - NCT0658366.

Os ECrs 1 e 2 foram conduzidos pelo periodo pericirtirgico, ndo havendo intervencao
ou avaliag@o no periodo cirurgico. Assim sendo, o periodo antes da cirurgia, relativo ao ECR 1
referiu-se ao uso da HD-tDCS como priming para cirurgia cardiaca e o periodo relativo ao ECR
2 foi realizado a partir da alta cirurgia até 30 dias apos a cirurgia para fins de avaliagdao do
consumo da C. pyrenoidosa no periodo apds a cirurgia para analise da melhora dos niveis de
B12 e assim, do quadro inflamatério e cardiaco.

Os dois ECRs seguiram as recomendagdes propostas pelo protocolo para ensaio clinico
serve como base para o planejamento, conducao, relatério e avaliagao do estudo, SPIRIT - Itens
de Protocolo Padrao: Recomendagdes para Ensaios Intervencionistas (Chan et al, 2013). Sendo
uma diretriz para o contetdo minimo de um protocolo de ensaio clinico com direcionamento
por 33 itens (Anexo II).

No ECR 1, os pacientes elegiveis para pesquisa internados para procedimento cirdrgico
e com ICFEr estaveis foram submetidos a sessdes de ETCC-HDax1 durante a internacéo
hospitalar. Com a randomizacdo prévia, os participantes foram alocados em dois grupos de
tratamento, a saber: Grupo 1 — HD-tDCSux1 Ativo e Grupo 2 - HD-tDCSsx1 Placebo. Em
seguida, os individuos receberam a neuroestimulacdo com aplicacdo durante 20 minutos por 5
dias. Os participes eram avaliados em dois tempos (linha de base — TO e finaliza¢do do protocolo
T1).

Apos a alta os pacientes que participaram do ECR 1 e elegiveis para o ECR 2 foram

invertidos entre os seus grupos, onde o Grupo 1 - ETCC-HDux1 Ativo para a ser placebo
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Chlorella pyrenoidosa e Grupo 2 - ETCC-HDax1 Placebo para a ser ativo para o consumo de
Chlorella pyrenoidosa , com vistas a evitar interferéncia entre os estudos. Foram realizados

dois periodos de avaliagdo (linha de base — TO e avaliagdo final — T1). Na figura 3 esta

apresentado o desenho da tese (ECR1 e ECR2).

Figura 3. Desenho do Estudo

Ensaio Clinico 1 - HD-tDCS como Prime Ensaio Clinico 2 - Chlorella
no Pré-Cirdrgico pyrenoidosa no Pas-Cirtrgico

’:_/
Grupo 1 -C.
pyrenoidosa

Pés cirurgico/Alta Retemats
] Anlise Cirurgia ; Avaliagio [ d"::gl::,s
Randomizagao dos Dados Final
N
Recrutamento — Q))
dos
Participantes
Grupo 2 -
Grupo 2 - Sham : Controle
TO ( 5 dias ) M : : TO 30 dias T1
l """"""""""""""""""" | l l """""""""""" 1 l
Exames biogimicos, dados clinicos e Dados Exames biogimicos, dados clinicos e
Antropométricos H H Dados Antropométricos

Fonte: Elaboragao Propria, BioRender®, 2024

Os procedimentos metodoldgicos em comum aos dois ECRs foram: cenario da pesquisa,
participantes, recursos humanos e procedimentos das ECRs, seguranca e critérios éticos, analise
estatistica e algumas intervengdes. As especificidades metodologicas de cada ECR estdo

organizadas em topicos separados.

I11.2 Cenario da Pesquisa

Por tratar-se de um estudo fase Il, este foi realizado no Hospital Metropolitano Dom
José Maria Pires para desenvolvimento da pesquisa com pacientes de insuficiéncia cardiaca
com fragdo de ejecdo reduzida internados para procedimento cirurgico e ambulatorialmente

estaveis.
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I11.3 Participantes

111.3.1 Célculo amostral

Considerando o ECR 1, o tamanho da amostra foi estimado baseando-se em um estudo
que avaliou os efeitos da ETCC na VFC em pacientes com COVID-19 (Pinto et al., 2023),
sendo a modulacdo autonémica seu desfecho primario. Considerou-se a taxa dos parametros
normalizados do componente de alta frequéncia (HF) que é amplamente utilizado como um
indice de controle vagal cardiaco (SchmaufRer et al., 2022). Foram inseridas no calculo as
seguintes métricas: nivel de significancia de 5%, 80% de poder, propor¢do do tamanho da
amostra entre grupo tratamento e controle de 1:1, diferenca admitida entre os grupos de 9,4,
desvio padréo (DP) de 6,6, diferenca clinicamente significativa de 1,6 e uma taxa de abandono
de 10%. O célculo foi realizado por meio da calculadora online disponivel em
http://riskcalc.org:3838/samplesize/.

Desta forma, o calculo prop6s uma amostra minima de 28 pacientes (14 por grupo).
Considerando os multiplos desfechos e a possibilidade de perda amostral de 20% (desisténcia,
impossibilidade de continuar o tratamento e mortalidade). O ECR 2 configura-se como um
estudo piloto. Dessa forma, a amostra foi composta pelos pacientes do do ECR1 deste que

atendidos os critérios de inclusdo no ECR 2.

111.3.2 Recrutamento e critérios de elegibilidade

Os participantes foram recrutados nas enfermarias cardiacas do Hospital Metropolitano
Dom José Maria Pires com diagnostico de ICFEr. A duracdo total planejada para o estudo foi
de 12 meses. A duracdo total da participacdo de cada paciente foi em média 5 dias na Unidade
de Terapia Intensiva, de 10 dias na Enfermaria e 30 dias em ambulatorio; pois cada paciente foi
acompanhado por igual periodo de dias ap6s a inclusdo para coleta dos dados de evolucéo,
respectivamente. Assim, considerou-se para o ECR 1:

a) Critérios de Inclusdo: pacientes com diagnostico ICFEr estaveis com indicacdo
cirurgica; que fossem adultos e idosos (18 a 80 anos); que fossem capazes de responder
os comandos e conferir anuéncia a participar da pesquisa por meio do TCLE.

b) Critérios de exclusdo: pacientes com histdria clinica de instabilidade neuromuscular ou
cognitiva e contraindicacdes para recebimento da neuroestimulagéo (tais como marca-

passo cardiaco e implantes metalicos cerebrais).

Para 0 ECR 2, considerou-se 0s seguintes critérios de inclusao e exclusdo:
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a) Critérios de Inclusdo: pacientes de pos-operatorio da ICFEr e que tenha feito parte
do ECR 1; que fossem adultos e idosos (18 a 80 anos); que fossem capazes de
responder os comandos e conferir anuéncia a participar da pesquisa por meio do
TCLE.

b) Critérios de exclusdo: Paciente com histérico de gastrite, refluxo gastroesifagiano

ou condicdo clinica que impedisse o consumo da Chlorella pyrenoidosa.

111.3.3 Randomizacdo e blindagem

Os participantes foram divididos em grupos de 19 em cada no ECR 1, sendo um grupo
ativo o que recebeu a HD-tDCS e um grupo simulado ou sham, os quais foram invertidos no
ECR 2. Cada participante elegivel foi entdo atribuido aleatoriamente ao seu grupo especifico
de acordo com a regra de proporc¢do igual de 1:1. Sendo utilizado um gerador de nimeros
aleatdrios através de um programa de randomizacdo online (www.random.org).

O pesquisador que gerou a sequéncia e alocacdo foi diferente do pesquisador que
trabalhou a intervencdo. Assim, tanto os pesquisadores avaliadores quanto os praticantes foram
cegos quanto ao tipo de tratamento que o paciente recebeu. Dessa forma, foi considerada uma
sequéncia aleatoria, ocultacdo de alocacdo, cegamento dos participantes e pesquisadores

avaliadores (tanto para desfecho como para viés de atrito) (Cham et al, 2013).

111.3.4 Atrito e aderéncia

No ECR 1 foram consideradas as seguintes circunstancias configurando como atrito: a)
duas faltas consecutivas ou alternadas durante as sessdes ao longo dos cinco dias devido ao
desenvolvimento de alguma condicdo incapacitante para participacdo no estudo ou que levasse
as faltas (como exames externos); b) auséncia de coleta dos exames de controle da pesquisa.

Nesse sentido para maior aderéncia, 0s pesquisadores adaptavam os horarios de
neuroestimulacdo a dindmica do paciente/hospital. Em relacdo aos exames de controle da
pesquisa, estes poderiam ser realizados com até 24 horas apos a intervencdo por HD-tDCS para
adaptacéo ao fluxo do hospital/paciente.

No ECR 2 foram consideradas como condigdes de atrito: a) o consumo inadequado da
Chlorella pyrenoidosa e/ou desisténcia ao tratamento; b) perda da data do retorno da avaliacéo
pos-cirdrgica.

Assim, para fins de garantia de maior aderéncia, realizou-se 0 acompanhamento pelo

telefone aos participes da pesquisa. Configurando ainda como uma forma de acompanhamento
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clinico para possiveis sinais e sintomas, bem como davidas. O acompanhamento era realizado
por um nutricionista experiente, servidor do estado da Paraiba e colaborador da pesquisa.
Ademais, para maior aderéncia a pesquisa e por questdes éticas, todos 0s exames realizados
pelo protocolo da pesquisa foram entregues aos pacientes e disponibilizados ao prontuario do
hospital, também foi designado um dia para um ambulatério caso 0 paciente em alta

necessitasse de orientacdo nutricional apds o internamento.
I11.4 Intervencoes Clinicas

As intervencgdes clinicas foram organizadas de acordo com os ECRs e havendo um
topico especifico das intervengdes realizadas nos dois grupos, sendo estas: exames laboratoriais

e antropometria.

I11.4.1 Ensaio Clinico 1 - HD-tDCS

Simultaneamente a aplicacdo do tratamento protocolar do hospital, foram conduzidas
sessOes nédo-consecutivas, uma vez por dia, com duracdo de 20 minutos da HD-tDCS 4x1
(desenvolvido pela Soterix Medical Inc.) por 5 dias no periodo pré-cirurgico. O posicionamento
dos eletrodos esta apresentado na figura 4.

Figura 4. Posicionamento do Eletrodos para Estimulo por HD-tDCS segundo Sistema

Internacional 10/20

Cértex Pré-Frontal Demosntragdo da
DorsoLateral Esquerdo Implantagdo dos Eletrodos

’; < //A'

.

EEG Localizagdo dos
Ne“mg}?gj’:&"&? ﬁep_mcs Eletrodos- 10/20 Sistema
Internacional

Estimulo
Anddico

Fonte: Elaboragdo Propria, BioRender®, 2024
Foram fornecidos uma corrente de 3mA ou simulada, de acordo com o grupo de

tratamento respectivo, posicionando-se um eletrodo central (&nodo) sobre cortex pré-frontal
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dorsolateral (CPFDLe) esquerdo e os quatro eletrodos de retorno em um raio de 7,5 cm ao
redor, segundo Sistema Internacional 10/20, sendo o ponto F3 (figura 4). (Makovac, Thayer &
Ottaviani, 2017; Guo et al., 2022; Johnson et al., 2013).

A corrente foi aplicada sob protocolo de 3mA (Reckow et al., 2018) durante 20 minutos,
com rampa de subida de 30 segundos no inicio e rampa de descida de 30 segundos ao final da
estimulacdo no grupo ativo (Grupo 1). Para o grupo placebo (Grupo 2), a montagem foi a
mesma, porém, em relacdo ao protocolo, o aparelho atinge a corrente de 3 mA e desce nos 30
segundos iniciais, manteve-se com corrente de 0.1 mA por 20 minutos, e a corrente de 3 mA
retorna apenas nos 30 segundos finais, novamente com rampa de subida e descida.

Para as sessOes de HD-tDCSaxi, foi utilizado o neuroestimulador 1x1 mini-CT
Stimulator Model 1601 acoplado ao adaptador 4x1-C3A HD-tDCS Multi-Channel,
desenvolvido pela Soterix Medical Inc., contendo kit com eletrodos, involucros de pléstico, gel
condutor, touca de elastico e cabos conectores. Para evitar que os eletrodos oxidassem foi
realizada a rotacao dos eletrodos, como também a limpeza e inspecdo adequada, aplicacdo de

quantidade consistente de gel condutor e monitoramento de impedancia durante as sessdes.

[11.4.2 Ensaio Clinico 2 — Chlorella pyrenoidosa

Para a analise pela perspectiva nutricional o paciente foi ser avaliado em dois periodos
(na alta cirdrgica e no retorno ambulatorial apés 30 dias), para 0s seguintes aspectos:
antropometria, analise do consumo alimentar, avaliacdo bioquimica e alimentacdo funcional.

A alimentacéo funcional foi direcionada por meio da indicacdo de consumo de Chlorella
pyrenoidosa para Grupo 1 Ativo do ECR 2 da pesquisa. Ademais, a foi analisada
laboratorialmente para determinacdo da composicao fisico-quimica, do perfil de agUcares,
acidos organicos e compostos fenolicos, com vistas a observar seu potencial funcional e

qualidade para a pesquisa.

I11. 4.2.1 Alimentagdo Funcional

A pesquisa utilizou a intervengdo nutricional a Chlorella p. como alimento funcional
(Espen, 2017) e para o Grupo 1 foram fornecidos de 10 tabletes por dia de Chlorella
pyrenoidosa (5g/dia) contendo 4mcg de B12, de acordo com o intervalo de recomendagao de
ingestao didria ideal - 3 a 5 pg/dia (Padovanni; Amaya-Farfan; Colugnati; Domene, 2006), por
30 dias consecutivos apos a alta hospitalar. O Grupo 2 (controle) ndo sofreu interferéncia,

recebeu as instrugdes-padrao para o retorno pos-cirargico.
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Os pacientes recebiam telemonitoramento para consumo adequado da Chlorella p. uma

vez por semana, bem como para relatar possiveis sinais e sintomas relativos ao consumo e assim

serem orientados. No retorno ambulatorial, também eram orientados a devolver as cépsulas que

pudessem ndo ter consumido, para fins de controle do consumo do alimento funcional pelos

pesquisadores.

Foi ofertada a Chlorella pyrenoidosa organica prensada em tabletes (Registro na
ANVISA/MS: 6.7273.000 - Broken Cell® - marca Puravida), que teve sua qualidade

nutricional atestada pela empresa produtora Tradal Brasil, e foi caracterizada nutricionalmente

em testada sua qualidade em laboratorios da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

a) Caracterizag¢do Fisico-Quimica e Determinacdo do Perfil de Ac¢ucares, Acidos Organicos e

Compostos Fendlicos da Chlorella pyrenoidosa

Caracterizagao fisico-quimica: a caracterizacao fisico-quimica foi realizada
analisando teor de umidade, cinzas, proteinas, carboidratos e lipidios (g/100
g) seguindo procedimentos da Association of Official Analytical
Collaboration (AOAC, 2019). As determinacdes foram realizadas em
triplicata.

Determinacao do perfil de agucares e acidos organicos: conteudo de
agucares e acidos organicos na C. pyrenoidosa foi analisado por um sistema
de cromatografia liquida Agilent 1260 Infinity LC (Agilent Technologies,
Santa Clara, EUA). Os dados foram processados utilizando o software
OpenLAB CDS ChemStation Edition™ (Agilent Technologies, Santa Clara,
EUA) (coelho et al., 2018).

Determinacao do perfil de compostos fendlicos: os compostos fendlicos
foram determinados seguindo metodologia validada por Padilha e
colaboradores (2017). As analises cromatograficas foram realizadas
utilizando um sistema LC Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa
Clara, EUA) de cromatografia liquida acoplada ao detector de arranjo de

diodos (DAD) (modelo G1315D).

b) Composicdo Proximal e Concentracdo de Acidos Orgénicos e Compostos Fendlicos da

Chlorella pyrenoidosa
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Considera-se a partir da analise fisico-quimica realizada pela pesquisa para
controle de qualidade da Chlorella pyrenoidosa organica, que esta é um alimento fonte de
proteina, com baixo teor de acucares, contendo ainda em sua composi¢do compostos bioativos
(compostos fendlicos), além da B12 especificada no rétulo do alimento. Na tabela 1 estdo

apresentados os resultados da analise do alimento funcional.

Tabela 1. Composicdo Proximal e Concentracdo de Acidos Organicos e de Compostos

Fendlicos da Chlorella pyrenoidosa

Parametros Fisico-quimicos (9/100 g; DP)
Proteina 60.00+0.31
Lipideos 11.17+0.07
Carboidratos 14.06+0.01
Umidade 7.42+0.62
Cinzas 7.38+0.18
Acidos organicos (mg/100 g)
Acido Citrico 37.18 +3.82
Acido Tértarico 11.63 +£2.92
Acido Malico 21.76 + 0.66
Acido Succinico 174.92 +31.19
Acido Lético 91.76 + 19.27
Acido Formico 388.73 +17.35
Acido Acético 375.93 + 20.15
Acido propi6nico 1716.52 + 149.26
Compostos Fendlicos (mg/100 g)
Flavondides

Catequina 3.5+£0.06
Galato de epicatequina 9.39+0.13
Procianidina B2 1.3+£0.02
Estilbeno

Cis-resveratrol 3.15+0.06
Total de Compostos Fendlicos 17.34 £ 0.26

Fonte: Elaboragdo Prdpria, 2024

Observou-se ainda a presenca de acidos organicos que conferem de forma natural tempo
de prateleira ao produto, referenciado a sua baixa toxicidade e seguranca de consumo

durabilidade (Sousa et al, 2003; Novais et al, 2022). J& os acucares presentes tiveram uma
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proporcdo menor de 0,01g para cada 5 gramas do alimento consumido, sendo estes glicose,
frutose e maltose, reforcando a seguranca para o consumo inclusive de pacientes diabéticos.
Contém contém catequina, epigalato de catequina, procianidina B2 e cis-resveratrol
como compostos fendlicos majoritarios em sua composi¢do fitoquimica. Esses compostos
fendlicos estdo associados a diversas atividades bioldgicas, incluindo atividades
antiplaquetarias, hipolipemiantes, antiinflamatorias e antioxidantes que promovem beneficios
a saude do sistema cardiovascular, inclusive por lesdes endoteliais induzidas por Hcy (Jiang et
al, 2023). Tais compostos além da B12 e da proteina presentes apontem para a condicéo de

alimento funcional da C. pyrenoidosa.

I11. 4.2.2 Avaliacdo do Consumo

A avaliagao do consumo adotada na pesquisa foi de carater qualitativo, mediante as
informagdes coletadas na unidade hospitalar. Desta feita, observou-se: uso de dieta enteral, oral
ou mista (suplemento nutricional e dieta oral) nos momentos na linha de base, apos protocolo

de HD-tDCS, na alta e no ambulatorio.

I11.4.3 Interven¢odes Clinicas em Comum nos dois Estudos

111.4.3.1 Antropometria

A avaliagdo antropométrica ¢ um método para averiguagdo das medidas e proporgdes
do corpo humano. Foi utilizada como método desta pesquisa como forma de avaliagao do estado
nutricional dos participes. Nesse sentido, utilizou-se: altura do joelho (na impossibilidade de
aferi¢do da altura), altura, peso, medida do musculo adutor, circunferéncia da panturrilha,
circunferéncia do braco, prega cutanea tricipital e subescapular (Souza; Ferreira; Segadilha,
2019).

Todas as medidas foram realizadas de acordo com a possibilidade clinica do paciente e
fluxo operacional do hospital. No quadro 2 estdo descritas as medidas, bem como a avaliacao

do estado nutricional adotado na pesquisa e seus pontos de corte aplicados.
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Quadro 2: Métodos Antropométricos e de Avaliacdo Nutricional Adotados para a

Pesquisa
Medida / Método Observacoes Pontos de Corte/
Método Estado Nutricional
Peso Foi aferido por meio de uma balanca digital, | Utilizada a medida em Naio aplicavel
onde o participante foi posicionado centro da | quilogramas (Kg)
base da balanga descalcos e roupas leves, sem
adornos; com os pés levemente afastados no
intuito de distribuir o peso, corpo ereto, bragos
estendidos ao longo do corpo e com o olhar no
Plano Horizontal de Frankfurt (arco orbital
inferior alinhado em um plano horizontal com
o pavilhdo auricular).
Altura A estatura foi aferida por meio de estadidmetro | Utilizada a medida em metro Nio aplicavel
portatil, onde o participante foi posicionado | e duas casas decimais (m)
com os bragos estendidos ao longo do corpo;
cabeca ereta, com olhos fixos a frente, no
Plano Horizontal de Frankfurt (arco orbital
inferior alinhado em um plano horizontal com
0 pavilhdo auricular);
Altura do | Paciente em decubito dorsal, com o tornozelo | Formula para estimativa de Néo aplicavel
Joelho e 0 joelho flexionados a um a&ngulo de 90 | Altura:
graus, utilizando uma fita métrica ineléstica, | Homens = [64,19 - (0,04 x
cuja extremidade foi colocada na borda | idade) + (2,02 x altura do
superior da patela, estendendo-se | joelho em cm)]
paralelamente a tibia até o calcanhar. Mulheres = [84,88 - (0,24 x
idade) + (1,83 x altura do
joelho em cm)]
Indice de | Indice de Massa Corporal (IMC) avalia a | IMC (kg/m?) = Peso (kg)/ | Classificagdo:
Massa massa corporal, ¢ uma féormula matematica | Altura? (metros) Idosos:
que usa o peso e altura do paciente. > 27,0 = obesidade
Corporal 22,0 -27,0 = adequado
(IMC) < 22,0 = baixo peso
Adultos
> 25,0 =
sobrepeso/obesidade
18,5 -24,9 = adequado
< 18,5 = desnutri¢do
Medida do | o brago flexionado a aproximadamente 90° | Serd utilizada em associa¢do | Classificacdo:
Musculo com o antebrago ¢ a mao apoiada sobre o | com a NRS-2002 e MNA >13,1 = eutrofia
joelho; pingar o musculo adutor no vértice de <13,1 = sarcopenia
Adutor um tridngulo imaginario formado pela

extensdo do polegar e indicador com o
adipdmetro.

Circunferéncia
da Cintura
(CC)

Aferida por meio de uma fita inelastica no
ponto médio entre a crista iliaca e a ultima
costela. Durante a leitura a fita permaneceu
reta e paralela ao chdo, sem compressdao ou
folga, no momento da expiracdo. Foi utilizada
média dos valores das duas afericdes
efetuadas.

Utilizada a medida
centimetros (cm)

cm

Masculino: Risco
elevado = > 94 cm;
risco muito elevado=
>102 cm

Feminino: Risco
elevado = > 80 cm;

risco muito elevado=
>88 cm

(Continua)
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(Continuacio)

Circunferéncia
do Braco (CB)

Foi seguido o protocolo de Frisancho (1990),
aferida com auxilio de fita inelastica apds a
localizagdo do ponto médio com o brago
relaxado, o avaliador contornou o brago com a
fita métrica inextensivel, no ponto marcado, de
forma ajustada, sem compressdo ou folga do
braco; efetuou-se a leitura no milimetro mais
proximo em cerca de 2 a 3 segundos. Foi
utilizada média dos valores das trés aferigdes

E usada a formula de
adequacdo (regra de trés) da
CB onde compara o valor
encontrado aos  valores
padrao

(percentil 50) de Frisancho
(1981) para adultos e
Kuczmarshi et al. (2000)
para idosos:

O percentual obtido da
adequago, foi
utilizado  para a
classificagdo do
estado nutricional:
>120,0% =
sobrepeso/obesidade
90,1-110%=
adequado

efetuadas. CB padrao ----- 100% CB | <80,1 — desnutri¢ao
aferida ------ X
Circunferéncia | A medida devera ser realizada na perna | Utilizada a medida em | Ponto de corte para

da Panturrilha

esquerda, com uma fita métrica inelastica, na
sua parte mais protuberante.

centimetros (cm)

risco nutricional: <
3lcm.

Prega Cutanea
Subescapular

Foi seguido o protocolo de Frisancho (1990),
aferida com auxilio de adipémetro. O
avaliador localizou o é&ngulo inferior da
omoplata, que ¢ ponto mais protuberante; em
seguida o participante foi orientado a relaxar
os bragos e manté-los estendidos ao longo do
corpo com a palma da mdo voltada para a
coxa; , o avaliador pingou a pele com o dedo
polegar e indicador a 1 cm do ponto marcado,
formando um angulo de 45° com a coluna
vertebral, mantendo a dobra entre os dedos até
o final da aferi¢do; apos a primeira aferigao foi
mantida a dobra entre os dedos para dar
continuidade as proximas duas aferigdes;
Efetuou-se a leitura no milimetro mais
proximo em cerca de 2 a 3 segundos. Foi
utilizada média dos valores das trés aferigdes
efetuadas.

Utilizada a medida em
milimetros ~ (mm).  Foi
utilizada para calculo da
Circunferéncia Muscular do
Brago (CMB): CMB = CB
(cm) — 7t X [PCT (mm) /10]

O percentual obtido da
adequacdo, foi
utilizado para a
classificagdo do

estado nutricional:
>90 = eutrofia

Prega Cutanea
Tricipital
(PCT)

Foi seguido o protocolo de Frisancho (1990),
aferida com auxilio de adipometro ap6s a da
localizagdo do ponto médio com o braco
relaxado, o avaliador pingou a pele com o
dedo polegar e indicador a 1 cm do ponto
marcado, formando um angulo de 45° com a
coluna vertebral, mantendo a dobra entre os
dedos até o final da afericéo; apds a primeira
aferi¢do foi mantida a dobra entre os dedos
para dar continuidade as proximas duas
aferi¢oes; Efetuou-se a leitura no milimetro
mais proximo em cerca de 2 a 3 segundos. Foi
utilizada média dos valores das trés aferigdes
efetuadas.

E usada a formula de
adequacdo (regra de trés) da
PCT onde compara o valor

encontrado aos  valores
padrdo

(percentil 50) de Frisancho
(19) para adultos e

Kuczmarshi et al. (2000)
para idosos:

PCT padrio ----- 100% PCT
aferida ------ X

80-90=  desnutrigdo
leve

<80 — desnutri¢do
moderada/grave

O percentual obtido da
adequacdo, foi
utilizado para a
classificagdo do

estado nutricional:
>90 = eutrofia

Circunferéncia
Muscular  do
Braco (CMB)

A Circunferéncia Muscular do Brago (CMB) ¢é
um indicador que avalia reserva muscular do
individuo a partir das medidas de CB e PCT,
sem correcdo Ossea.

E obtida através da formula
matematica: CMB (cm) =
CB (cm) - (PCTmm x 0,314)

Em seguida aplica-se a
férmula de adequagdo (regra
de trés) da CMB. onde
compara o valor encontrado
aos valores padréo

(percentil 50) de Frisancho
(19) para adultos e
Kuczmarshi et al. (2000)
para idosos:
CMB padrio
CMBaferida ------ X

80-90=  desnutrigdo
leve

<80 — desnutrigdo
moderada/grave

O percentual obtido da
adequago, foi
utilizado para a
classificagdo do

estado nutricional:
>90 = eutrofia

80-90=  desnutrigdo
leve

<80 — desnutrigdo
moderada/grave

Fonte: Rubstein et al, 2001; Souza, Ferreira, Segadilha, 2019; Kiki et al,2018; Brangagnolo et al, 2009; Barbosa, Vicentini,
Lango, 2019; Silva, Marucci, Roedger, 2014; Chumlea et al, 1985; Kaegi-Braun et al, 2021; Frisancho, 1981; Frisancho, 1990;
Blackburn & Thornton, 1979; OMS, 1995; OMS, 1998, Lipchitz, 1994; NCEP, 2001.
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111.4.3.2 Pardmetros Bioquimicos

Os parametros bioquimicos foram utilizados como referéncia para analise nutricional,
para fins de defini¢do do diagnostico nutricional e avaliacdo das intervengdes dos dois ECRs.
Os exames foram coletados e analisados pelo laboratério do Hospital, por questdes de
seguranca ao usudrio e precaugdo ao risco de infeccdo hospitalar por aumento do fluxo de
pessoas externas no hospital, sendo este o Laboratorio Diagfarma Comércio de Servico de
Produtos Hospitalares e Laboratoriais.

O laboratorio disponibilizou um técnico de referéncia que ficava responsavel pelo fluxo
da pesquisa no laboratorio e organizag¢do dos resultados. Assim, a requisicdo dos exames € 0s
resultados destes ja ficavam alocados nos prontuarios (nivel hospitalar e nivel ambulatorial)
dos pacientes e eram encaminhados pelo técnico de referéncia do laboratorio para o pesquisador
auxiliar.

Nesse interim, os participes realizaram os exames no TO (linha de base) e no T1 em
cada ECR. Cujos exames em questdo foram: Hemograma completo, desidrogenase latica
(DHL), NT-pro-BNP, PCR, B12 sérica, magnésio, selénio, acido metilmaldnico, homocisteina,
Interleucina-6 (IL-6) e TNF-a (Mccadden; Regland, 2021; Paniz et al, 2005; Zaric et al, 2019;
Shimada et al, 2021; Barbagallo et al, 2021; Sproston; Ashworth, 2018).

No dia anterior a coleta, mediante elegibilidade a pesquisa e randomizacao, a equipe
clinica do hospital era comunicada e o pesquisador médico colaborador realizava a prescri¢cao
dos exames no prontudrio do paciente. O pesquisador auxiliar também apresentava uma lista
semanal para acompanhamento dos resultados ao técnico de referéncia do laboratorio.

No dia da coleta do exame eram coletados 25 ml de sangue periférico dos pacientes pelo
técnico em andlises clinicas do laboratorio no hospital, conforme orientagdo da pesquisa e
médica. O sangue era coletado em tubos de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para
realizagdo do exame de hemograma, e tubos sem anticoagulante, para obtencao de soro. O
volume dos tubos de EDTA utilizados era de 4,0 mL; ja o volume dos tubos de soro utilizados
variava de 3,5 a 5,0 mL, sendo este ultimo utilizado para realiza¢do do exame selénio.

Para o exame hemograma completo, utilizou-se tubo com anticoagulante EDTA; para
o selénio, foi utilizado soro coletado em tubo trace (sem presencga de metais em sua composic¢ao)
sem adicdo de anticoagulante ou qualquer aditivo. Para os demais exames, foi utilizado material
soro, coletado em tubo com gel separador. Todas as coletas foram realizadas utilizando sistema
a Vvécuo, garantindo mais seguranca a paciente e coletador e minimizando o risco de

contaminacgédo do material.



62

Quadro 3: Métodos de Analise dos Exames Bioquimicos da Pesquisa e os Pontos de Corte

Referéncia
Exame Método Pontos de Corte
Adotada
Todas as amostras de EDTA utilizadas
para realizagdo do exame hemograma Hemécias
completo foram analisadas em S
: [ Homens > 4,7 milhdes/uL
analisador automatico com contagem Mulheres > 4.2
diferencial em 5 partes. Os valores milhdes/ L’
liberados pelo equipamento foram K Referéncia
conferidos em lamina pelo biomédico . L
responsavel pelo plantio Hemoglobina indicada pelo
Hemograma . P, Homens > 13 g/L laboratorio.
A metodologia analitica utilizada pelo
. . Mulheres > 12 g/L
equipamento consiste em OMS. 2021
bioimpedéncia para determinacdo de Hematécrito ’
leucdcitos totais, hemécias e plaquetas; Homens > 39%
colorimétrico para dosagem de Mulheres > 3 6";
hemoglobina; e citometria de fluxo para ’
determinagdo da contagem diferencial
da série branca.
Razao
. . - Neutrofilo/Linfécito — 5.0
No material enviado pelo laboratorio, (acima deste valor
Leucograma | | eycograma entra como parte do aumenta o risco de Cho et al, 2020
hemograma completo . s
internamento e 6bito na
10)
As amostras de soro, coletadas em tubo <328 U/L (valores acima
com gel separador, foram utilizadas . .
DHL para determinacdo desse analito. As tem um risco maior de
amostras  foram  processadas  em mortalidade intra- Zeng et al, 2022
. . hospitalar e piora do
equipamento automatizado L
turbidimétrico. prognostico na IC)
O material utilizado para a realiza¢do <2,8pg/mL Referéncia
desse exame foi soro coletado em tubos indicada pelo
TNF-a com gel separador. A determinagdo foi | <4,3 pg/mL (acima dete laboratéfio
realizada em equipamento | valor ha associagdo com ‘
automatizado, utilizando a método de eventos adversos e Todan et al. 2003
quimioluminescéncia. dispneia) ’
<3,4pg/mL Referéncia
O material utilizado para a realizagdo indicada pelo
desse exame foi soro coletado em tubos | <5 pg/mL (acima deste laboratério.
IL-6 com gel separador. A determinacdo foi | valor hé associagdo com
determinada atraveés de eventos adversos e Mossmann et al,
eletroquimiolimunescéncia. mortalidade nas doengas 2022; Lindmark
cardiacas) et al, 2001.
A amostras de soro, coletadas em tubo PCR alterada > 6 mg/L Referéncia
com gel separador, foram utilizadas indicada pelo
PCR para determinacdo desse analito. As < 10mg/L (acima desse laboratério.
amostras  foram  processadas em | valor ha associagdo com
equipamento automatizado riscos adversos e Al Aseri, Habib
turbidimétrico. mortalidade na IC &Marzouk (2019)

(Continua)



63

(Continuacio)

As amostras de soro, coletadas em tubo

com gel separador, foram utilizadas Referéncia
Magnésio para determinagdo desse analito. As 1,9 2,5mg/dL indicada’ pelo
amostras  foram  processadas em laboratorio.
equipamento automatizado
turbidimétrico.
O material utilizado para a realizacdo
desse exame foi soro coletado em tubo Referéncia
Selénio trace sem adicdo de qualquer aditivo. A 46 - 143 no/L indicada pelo
determinacdo foi realizada utilizando He laboratorio.
espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado.
Ponto de Corte < 125pg/ml
< 300pg/ml (acima deste
O material utilizado para a realizagdo | valor associa-se ao avango
desse exame foi soro coletado em tubos da IC com efeitos Ozturk et al, 2011
NT-Pro-BNP | com gel separador. A determinagéo foi adversos)
realizada em equipamento Gaggin &Januzzi,
automatizado, utilizando a método de | Para IC graves e aumento 2023
guimioluminescéncia. da probabilidade de ébito
>1078pg/mL
dO material utll_lzado para a realizacdo > 148pmol/L (abaixo
esse exame foi soro coletado em tubos . .
L . | desse valor ¢ considerada
B12 com gel separador. A determinagéo foi

realizada em equipamento
automatizado, utilizando a método de
guimioluminescéncia.

deficiéncia)
Deficiéncia subclinica 148
a 221pmol/L

Green et al, 2017

Homocisteina

O material utilizado para a realizacdo
desse exame foi soro coletado em tubos
com gel separador, A determinagdo foi
realizada em equipamento
automatizado, utilizando a método de
quimioluminescéncia;

Homens: 5,46 — 16,20
umol/L

Mulheres: 4,44 — 13,56
pmol/L

Ponto de corte de 12
umol/L/L (acima de
associagdo com a DCV)

Referéncia
indicada pelo
laboratério

Debreceni &
Debreceni, 2014

Acido

Metilmaldnico

O material utilizado para a realizagdo
desse exame foi soro coletado em tubos
com gel separador. A determinacdo foi
feita em cromatografia
liquida/espectrometria de massas em
tandem.

< 0,27 pumol/L (acima
desse valor considera-se
com a B12 a deficiéncia)

Green et al, 2017

Fonte: Elaboracao da pesquisa, varios autores (dispostos na parte interna do quadro), 2024

I11.5 Desfechos Clinicos

Para ambos ECRs foram colhidos os dados demogréficos (idade e sexo), de estilo de

vida (tabagismo, uso de alcool, pratica de atividade fisica), historico médico, gravidade da

doenca, medicacdes em uso. Bem como foram aplicadas as ferramentas para fins de observancia

dos desfechos. Foram observados ainda em prontuario os exames bioquimicos do protocolo

adotado pelo hospital de referéncia para o estudo, Hospital Metropolitano Dom José Maria
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Pires. Além destes, serdo observados os exames: B12, NT-Pr6-BNP, desidrogenase latica
(DHL), Acido Metilmalénico (MMA), homocisteina, Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a) (Langan et al, 2017; Paniz et al, 2005; GUO et al, 2020). Também foram
levantados os dados referentes a nutricdo no ambiente hospitalar (uso de dieta enteral,

suplememento, via oral ou mista).

111.5.1 Desfechos Clinicos do Ensaio Clinico 1
Foram considerados os seguintes desfechos:
e Desfecho Primério
Reducdo do marcador inflamatorios Interleucina-6 (IL-6) (Guo et al, 2020).
e Desfechos Secundérios
a) Melhora nos pardmetros cardiacos e nutricionais (apresentar aumento da B12 e
reducdo do acido metilmalonico e da homocisteina) e melhora dos marcadores
inflamatdrios (PCR, TNF-a), melhora do marcador de injaria de 6rgdos (DHL) e
melhora do marcador de injuria cardiaca (NT-Pr6-BNP) (Langan et al, 2017; Paniz
et al, 2005, Guo et al, 2020).
b) Avaliacdo do impacto da tDCS no TO e T1 (ap0s 5 dias):
o Obito;
o Tempo de internacdo (numero de dias) no hospital e na UTI
c) Melhora de disfungdes organicas e qualidade de vida relacionadas a IC:
o Monitorizagdo dos Sinais Vitais: Frequéncia Cardiaca (FC) (European
Heart Journal, 1996), Frequéncia Respiratoria (FR) e saturacdo arterial de
oxi-hemoglobina (SpO2) e temperatura (°C) antes e ap6s a aplicacdo dos

protocolos de tratamento.

111.5.2 Desfechos Clinicos do Ensaio Clinico 2

Foram considerados os seguintes desfechos:

e Desfecho Primério

Aumento da B12 sanguinea (Langan et al, 2017).

e Desfechos Secundarios

a) Melhora nos parametros cardiacos e nutricionais (redugdo do &cido metilmalénico e
da homocisteina) e melhora dos marcadores inflamatorios (IL-6, PCR, TNF-a),
melhora do marcador de injuria de 6rgaos (DHL) e melhora do marcador de injaria
cardiaca (NT-Pro-BNP) (Langan et al, 2017; Paniz et al, 2005, Guo et al, 2020).
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b) Auvaliacdo do impacto do consumo da Chlorella pyrenoidosa no TO e T1 (ap6s 30

dias): na antropometria

I11.6 Recursos Humanos e Procedimentos da Pesquisa

A pesquisa contou com uma etapa de recrutamento de profissionais (enfermeiros,
nutricionistas, terapeutas ocupacionais e fisioterapeutas) do hospital e pesquisadores
colaboradores que foram treinados em setembro de 2023 para aplicar a técnica de HD-tDCS e
realizar o levantamento dos dados clinicos da pesquisa, com vistas a garantir a correta execucdo
das técnicas e a seguranca dos participantes. A pesquisa ofertou ainda treinamento para outros

centros participes do estudo multicéntrico (UEPA e UFRN).

Quadro 4. Execucéo das Atividades e Atribuicfes dos Pesquisadores de Acordo com o

Desenho da Pesquisa

Procedimentos iniciais

Critérios de elegibilidade X

Consentimento informado X

Alocacao e Randomizacdo X

AvaliacOes

Triagem Nutricional X X
Antropometria X X
Exames Bioquimicos X X
Escalas de Uso Hospitalar X X
Escala da Qualidade de Vida X X
Intervengoes

HD-tDCS X

Chlorella pyrenoidosa X
Seguranca

Avaliacao de relatos de efeitos adversos X X

Nota: TO = linha de base. TO-T1 = periodo de intervengéo hospitalar. Te e T3 = periodo de intervencdo ambulatorial /
Finalizagdo do ensaio clinico
Fonte: Elaboragdo Prépria, 2024

As avaliacGes antropométricas foram realizadas apenas por nutricionistas treinados e a
coleta de sangue para bioquimica e a analise contou-se com o apoio para realizacdo dos exames
do laboratorial do Hospital — Diagfarma para os exames fora da rotina do hospital.

A rotina de atendimentos foi organizada com agendamento prévio conforme rotina do
hospital, de forma que o paciente realizou as avaliagdes funcionais em um mesmo turno e em
apenas um dia, diminuindo a quantidade de deslocamentos ao laboratdrio e inibindo possiveis

perdas de seguimento. No quadro 4 encontra-se a organizacao das atividades da pesquisa.
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Para o procedimento da pesquisa definiu-se 3 tipos de pesquisador: pesquisador
responsavel, pesquisador colaborador (examinador) e pesquisador auxiliar. As especificagdes

de cada um foram seguidas conforme no quadro 5.

Quadro 5. Atribuic6es dos Pesquisadores para a Aplicacdo da HD-tDCS e Ferramentas

da Pesquisa
Tipo de Pesquisador Atribuicéo
Pesquisador Responsavel Acompanhar antes e ao término a HD-tDCS nos pacientes.

Estar cego para quem receberd estimulagao verdadeira ou simulada
Treinar todos os pesquisadores examinadores

Coordenar 0 andamento das etapas da pesquisa

Pesquisador Auxiliar Responsdvel pela randomizagdo e disponibilizacdo aos
pesquisadores colaboradores (examinadores)

Treinar todos os pesquisadores examinadores

Acompanhar resultados dos exames e ser referéncia para o
laboratério e equipe clinica do hospital

Auxiliar na organizacdo do banco de dados da pesquisa
Pesquisador Colaborador Ser o aplicador da técnica no paciente, sabendo quem sera estimulo
(examinador) verdadeiro ou placebo

Aplicar as ferramentas da pesquisa e preencher os formularios
Alertar o pesquisador principal frente a sinais e sintomas nos
pacientes decorrentes de efeitos adversos.

Fonte: Elaboracdo Prdpria, 2024

IIL.7 Seguranca e Critérios Eticos

Por tratar-se de pesquisa com intervencao, prevé-se riscos, mais especificamente no que
se refere aos efeitos adversos, 0 paciente sera questionado se experimentou efeitos como
“formigamento”, “queimacao”, “dor de cabeca”, “sonoléncia” e outros, sendo em seguida
questionada qual a intensidade desta sensacdo (1- nenhum, 2- leve, 3- moderada, 4- forte), e se
este efeito estaria relacionado com a estimulagao, em uma escala Likert de 1 (nenhuma relagéo)
a 5 (fortemente relacionado) (Brunoni, 2012).

Ja a intervencdo nutricional por tratar-se de alimento (prensada e em tablete para via de
auxiliar na conducdo da pesquisa) nao se espera nenhum tipo de adversidade atipica, a ndo ser
as previstas para alimentos como um processo alérgico, o qual foi observado pela equipe
multidisciplinar e avaliado na anamnese com antecedéncia como critério de excluséo.

E, caso acontecesse, todos os eventos adversos e mortes relatados seriam analisados por
um Comité de Eventos Clinicos e Comité de Monitoramento e seguranca dos dados (CMSD) a
fim de julgar a seriedade, gravidade e relacdo do evento com o dispositivo e / ou procedimento
investigativo no proprio hospital.

O estudo foi monitorado pelo CMSD, regulado pelo nucleo de pesquisas do Hospital

Metropolitano, em associacdo com pesquisadores externos vinculados a Universidade Estadual
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do Rio de Janeiro, Universidade de Michigan e City College of New York, sendo composto por
especialistas em reabilitacdo, ética, estatistica e metodologia. Além disso, realizou-se
autorizacdo pelo paciente ou seu acompanhante legal da pesquisa, por meio da leitura do TCLE

e seu consentimento como um critério absoluto de inclusdo na pesquisa.
I11. 8 Analise Estatistica

Para alcancar os objetivos do estudo, a analise quantitativa foi feita no software R verséo
4.4.1, disponivel livre e gratuitamente em https://www.r-project.org/. O nivel de significancia
adotado em todo estudo foi de 5%. Utilizou-se programa estatistico GraphPad Prism versdo
8.0 para Mac (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) para geracao dos graficos.

Inicialmente a amostra foi descrita em sua totalidade, como também por grupo em seus
respectivos momentos de observacdo. Para tanto foram utilizadas medidas como a frequéncia
simples (percentual) para descrever as varidveis qualitativas e para descrever as variaveis
quantitativas foram utilizadas a média (desvio padrao), a mediana (intervalo interquartilico -
IQR), minimo e maximo. Ainda na descricdo da amostra foi feita uma comparacao entre 0s
grupos. Para tanto foram utilizados o exato Fisher para testar a hipdtese de associagdo de cada
variavel qualitativa com os grupos e para as variaveis quantitativas foi utilizado o teste de t para
testar a hipdtese nula de que ndo ha diferenca entre os grupos segundo cada variavel quando a
variavel apresentou comportamento normal, sendo o teste de Shapiro-Wilk e o quando néo
apresentou.

Para verificar a influéncia de mais de um fator ao mesmo tempo, nas variaveis de
interesse foi considerada a ANOVA de dois fatores mista, em que um fator é o tempo e outro é
0 grupo. Quando obtivemos algum fator significativo ou alguma de suas interacoes foi aplicado
0 teste post-hoc de Tukey. Os pressupostos de normalidade, homoscedasticidade e
independéncia dos erros foram testados e em casos de desvio de algum dos pressupostos foi
considerada uma andlise ndo paramétrica foi realizada para o teste de soma dos postos
sinalizados de Wilcoxon e o teste de soma de classificacdo de Kruskal-Wallis foi empregado
para comparag0es entre grupos e intergrupos, respectivamente. Ou ainda foi realizado um teste
ndo complementar utilizando uma categorizagdo da variavel resposta e, para tanto, utilizou-se
0s testes qui-quadrado, Exato de Fisher e teste de Wilcoxon.

O desenho das analises estatisticas esta fundamentado em estudos prévios da literatura
referentes a ensaios clinicos randomizados e placebo-controlados utilizando neuroestimulacdo
nédo-invasiva (Brunoni et al., 2012; Boggio et al., 2009; Santana et al, 2023; Andrade et al,
2021).
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Foram realizadas a probabilidade de sobrevivéncia para um determinado tempo por
meio da curva de Kaplan-Meier com o desfechos alta e o ¢bito foi considerado como censura
(Colosimo e Giolo 2021).
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IV RESULTADOS
IV.1 Ensaio Clinico 1: Estudo Pré-Cirurgico com HD-tDCS em pacientes com HCFEr

A pesquisa foi realizada com 36 pacientes no ambiente hospitalar apds aplicados os
critérios de elegibilidade da pesquisa, foram excluidos 18 pacientes (6 ndo realizaram a cirurgia,
1 ndo concluiu o protocolo da HD-tDCS e 10 tiveram falha na execucdo dos exames na linha
de base). Apesar da perda de 33% dos pacientes inclusos, a amostra inclusa na pesquisa alcanca

adequadamente o calculo amostral, conforme ilustrado na figura 5.

Figura 5. Individuos Incluidos, Randomizados e Acompanhamento dos Participantes do

Ensaio Clinico Randomizado 1 - Pré-Cirurgico com Estimulo Priming por HD-tDCS

@ Avaliados pelos Critérios
de Elegibilidade
Recrutamento (n=54)

Excluidos (n=18)
> e Desistiu de participar - 1

Individuos Inclusos o Falha na execugao do exame TO - 11

Randomizado
(n=42)
I

Alocagiio

@ ‘ Grupo 1 - Ativo (n=21) ‘ ‘ Grupo 2 - Sham (u=21)
Intervengio por ¥ 1
HD-tDCS
Excluidos por nio realizagio nao terem Excluidos por nio realizagio nio terem
realizado a cirurgia (n= 4) realizado a cirurgia (n=2)
‘ Analisados ‘
Analise ‘ (o) = Al @=i7) | Grupo 2 - Sham (n=19)

Fonte: Elaboragdo Propria, BioRender®, 2024

IV.1.1 Descri¢cdo Sociodemogréfica, Estilo de Vida e Clinica do Grupo

As caracteristicas demograficas, de habitos de vida, nutricionais e clinicas dos grupos
(Ativo e Sham) do ECR1 estdo dispostas na tabela 2, observa-se que nao ha diferenca entre 0s
grupos, evitando-se assim, desproporcionalidade de caracteristicas, que poderiam induzir viés
nos resultados. A excecéo foi a CP, cuja proporgéo de risco de sarcopenia foi maior no grupo

Sham, porém essa condicdo ndo € observada nos demais tipos de avaliacdo antropométrica.
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Tabela 2. Dados Demograéficos, Estilo de Vida, Comorbidades e Antropométricas ECR 1

Grupo Ativo

Total Grupo Ativo
Dados (N=36) H&S;S)S) Sham (N=19) P
Demograificos e Estilo de Vida
Sexo (%)
Masculino 22 (61%) 10 (59%) 12 (63%) 0,79
Feminino 14 (39%) 7 (41%) 7 (37%)
Tabagista
Sim 23 (64%) 11 (65%) 12(63%) 0,9232
Nao 13 (36%) 6 (35%) 7 (37%)
Consumo de Alcool
Sim 28 (78%) 15 (88%) 13 (68%) 0,236°
Nao 8 (22%) 2 (12%) 6 (32%)
Pratica de Atividade Fisica
Sim 14 (39%) 9 (53%) 5(26%) 0,102°
Nio 22 (61%) 8 (47%) 14 (74%)
Comorbidades Associadas*
HAS
Sim 33 (92%) 15 (88%) 18 (95%) 0,593%
Nao 3 (8,3%) 2 (12%) 1 (5,3%)
DAC
Sim 25 (69%) 11 (65%) 14 (74%) 0,559*
Nao 11 (31%) 6 (35%) 5 (26%)
DM2
Sim 19 (53%) 10 (59%) 9 (47%) 0,492°
Nio 17 (47%) 7 (41%) 10 (53%)
DRC
Sim 3 (8,3%) 2 (12%) 1 (5,3%) 0,5932
Nio 33 (92%) 15 (88%) 18 (95%)
IAM
Sim 3 (8,3%) 0 (0%) 3 (16%) 0,2312
Nao 33 (92%) 17 (100%) 16 (84%)
Classificacio NYHA
Classe I 8 (22%) 4 (24%) 4 (21%)
Classe 11 26 (72%) 13 (76%) 13 (68%) 0,607*
Classe 111 2 (5,6%) 0 (0%) 2 (11%)
Classe IV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Antropometria (Estado
Nutricional)***
IMC 26,51 (4,41) 26,02 (4,45) 26,98 (4,45) 0,527¢
Baixo Peso 7 (20%) 4 (24%) 3 (17%) ~0.9998
Eutrofia 13 (37%) 6 (35%) 7 (39%) ’
Sobrepeso/Obesidade 15 (43%) 7 (41%) 8 (44%)
CB 30,27 (3,70) 29,86 (3,48) 30,63 (3,94) 0,542¢
Desnutri¢ao 12 (33%) 6 (35%) 6 (32%) 0.79
Eutrofia 20 (56%) 10 (59%) 10 (53%) ’
Sobrepeso/Obesidade 4 (11%) 1 (5,9%) 3 (16%)
CP 32,50 (4,33) 32,00 (3,50) 33,00 (4,50) 0,042
Adequado 11 (31%) 8 (47%) 3 (16%) ’
Risco de Sarcopenia 25 (69%) 9 (53%) 16 (84%)
Prega Adutora (Esquerda) 12 12,00 (4-62) 9,00 (48-17)  %?%°
Eutrofia 20 (56%) 11 (65%) 9 (47%) 0.4554
Risco para Desnutrigéo 20 (56%) 11 (65%) 9 (47%) ’
Prega Adutora (Direita) 10,00 (4-49) 11,00 (4-49) 10,00 (4,9-17) 0,407¢
Eutrofia 12 (35%) 4 (24%) 8 (47%) 0,151°
Risco para Desnutrigédo 22 (65%) 13 (76%) 9 (53%)

(Continuar)
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(Continuacéo)

Prega Cutanea Tricipital 12,79 (5,36) 11,97 (5,38) 13,53 (5,38) 0,391¢
Desnutri¢ao 18 (50%) 9 (53%) 9 (47%) 0,793
Eutrofia 4 (11%) 1 (5,9%) 3 (16%) ’
Sobrepeso/Obesidade 14 (39%) 7 (41%) 7 (37%)
g;;i‘:)“fe“““‘a Muscular do 26,34 (3,34) 26,17 (3,93) 2647 (2.94) 0813
Desnutri¢ao Leve 2 (6,1%) 1(7,1%) 1 (5,3%) ~0.9998
Desnutri¢do Moderada/Grave 14 (42%) 6 (43%) 8 (42%) ’
Eutrofia 17 (52%) 7 (50%) 10 (53%)

* HAS - Hipertensdo Arterial Sistemica / DAC - Doenga Arterial Coronariana / DM2- Diabetes tipo 2 / Infarto Agudo
do Miocardio

** New York Heart Association
##*MC - Indice de Massa Corporal / CP - Circinferéncia da Panturillha

Referente aos testes qui-quadrado?®, exato de fisher®, teste t° ou wilcoxon? apresentando p significativo com valores
<0,05
Fonte: Elaboragdo Propria, 2024

Observou-se que a mediana da idade do grupo foi de 68,0 (11Q 10,0) sem diferenca
estatistica entre os grupos (p>0,05). Verifica-se que ha uma proporcdo de 61% do sexo
masculino, 64% tabagista, 78% fazem uso e alcool e 61% que ndo pratica atividade fisica. Com
elevada proporcéo de HAS (92%), de DAC (69%) e de DMII (53%).

Um outro agravante observado é alta proporcao de distrofia no grupo - desnutricao,
sobrepeso e obesidade - para escalas distintas. Assim sendo, € possivel analisar que para
variaveis de triagem nutricional, como CB e CP, a distrofia alcanca de 33 a 69% dos casos.
Quando analisamos por parametros mais sensiveis como PA e PCT a distrofia alcanca niveis
mais elevados no grupo estudado, sendo de 50 a 65%.

Ou seja, a populacdo de estudo, apresentou na linha de base elevada proporcdo de
fragilidade por tratar-se de um publico medianamente idoso, e ainda para os quesitos de
antropometria, comorbidades pré-existentes e habitos de vida associados a uma doenca cardiaca

em condigéo crénica avangada e com indicagdo de tratamento cirurgico.

1V.1.2 Desfecho Primario do Ensaio Clinico Randomizado 1

Para a anélise da associa¢do das médias de IL-6 entre 0s grupos e nos grupos ativo e
sham, uma vez que foram rompidas a prerrogativa homogeneidade de variancia para realizagao
de teste Anova, realizou-se analise ndo paramétrica e observou-se significancia estatistica para
0 tempo e entre 0s sujeitos. Ou seja, ao analisarmos a comparacdo das medianas pelos grupos
(HD-tDCS ativo e Sham - corrente simulada) nos dois tempos - do inicio (TO) e fim do
protocolo (T1) - e antes do procedimento cirurgico, observamos que a IL-6 apresentou reducdo
no grupo ativo e apds o protocolo de HD-tDCS entre o tempo e entre as intervencdes [(Z=-
2,068; p<0,039; n?=0,267)] reduzindo a mediana 8,35 pg/mL (11Q4,15) para mediana 4,70
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pg/mL (11Q3,95). Enquanto o grupo sham teve uma redugdo menor, com a mediana no TO de
10,90pg/mL (11Q9,85) e no T1 de 8,80 pg/mL (11Q12,75). Conforme apresentado na figura 6.

Figura 6. Analise das Comparacfes por Mediana com Intervalo de Confianca da
Interleucina-6 entre os Grupos de Intervencédo do Ensaio Clinico Randomizado 1 - HD-
tDCS Priming em Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca com Fracdo de Ejecdo Reduzida

e em Internamento Pré-Cirurgico

40—
Hlm HD-tDCS

30 = Sham
©
=,' 20

10 L T

0- | |

TO T1 TO T1

Andlise de Wilcoxon para vairaveis ndo paramétricas (F= -2,068; p= 0,039; 12=0,267 )
Fonte: Elaboracdo Propria, 2024

1V.1.3 Desfechos Secundarios do Ensaio Clinico Randomizado 1

Foram observadas as varidveis inflamatorias (PCR, TNF-a), de injaria de orgédos e
cardiaca (DHL e NT-Pr6-BNP), nutricionais (B12, MMA e HCY), série vermelha do sangue
(hemoglobina, hematdcrito e hemacias) e a Relacdo Neutrdfilo/Linfocito entre os grupos e entre
0 tempo. Foi observada significancia estatistica na DHL, esta apresentou reducdo no grupo
ativo e apds o protocolo de HD-tDCS entre o tempo e entre as intervences [(Z=-2,02; p<0,028;
n? =0,14)] reduzindo a mediana 416 U/L (11Q176,0) para mediana 346 U/L (11Q141,0).
Enquanto o grupo sham houve aumento da taxa, com a mediana no TO de 394,0U/L (11Q68,5)
e no T1 de 423,0 U/L (11Q158,0). Conforme apresentado na tabela 3.
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Tabela 3. Analise Comparativa entre os Tempos do Ensaio Clinico Randomizadol (TO-
T1) e entre 0os Grupos Ativo e Placebo para Intervencéo por HD-tDCS em Pacientes com

ICFEr no Periodo Pré-Operatorio

Dados Linha de Base (N=36)

Grupo 1 - HD-tDCS Grupo 2 — Sham p*

(N=17) (N=19)

Desfecho Primario
Interleucina-6 (pg/mL; Médiana/I1Q)
TO 8,35 (2-24,5) 10,90 (2,2-149) 0,039°
T1 4,70 (3-9,4) 8,80 (2-124)
Desfechos Secundarios
Hemacias (milhdes/pL, Média/DP)
TO 4,35 (0,52) 4,26 (0,46) 0,445°
T1 4,32 (0,49) 4,04 (0,63)
Hemoglobina (g/L, Média/DP)
TO 12,58 (1,69) 12,66 (1,61) 0,512°
T1 12,41 (1,54) 11,95 (2,03)
Hematécrito (%,Média/DP)
TO 36,34 (4,90) 36,47 (4,23) 0,470*
T1 36,05 (4,58) 34,49 (5,76)
Razao Neutrofilo Linfécito (RNL)
Média/DP 0.100°
TO 4,35 (1,99) 3,57 (2,10) ’
T1 3,85(2,51) 3,83(2,07)
NT-Pro-BNP (pg/mL; média/DP)
TO 1.074,60 (860,30) 863,60 (1.537,20) 0,5332
Tl 873,90 (582,60) 1.162,50 (1.433,95)
PCR (mg/L; média/DP)
TO 4,55 (23,20) 5,80 (15,50) 0,057
T1 3,41 (5,86) 6,24 (36,36)
TNF-a (pg/mL; média/DP)
TO 11,80 (4,33) 13,05 (6,00) 0,262°
T1 12,00 (7,30) 10,40 (6,11)
DHL (U/L; média/DP)
TO 415,47 (119,71) 504,50 (126,94) 0,028°
T1 346,00 (141,00) 423,00 (158,00)
Acido Metil Metilmaldnico (umol/L,
Média/DP) .
TO 0,25 (0,19) 0,24 (0,28) 0,840
T1 0,23 (0,14) 0,33 (3,36)
Homocisteina (umol/L, Média/DP)
TO 11,87 (4,33) 10,17 (3,57) 0,757
T1 12,16 (4,08) 11,05 (3,85)
B12 (pg/mL, Média/DP)
TO 372,00 (300,00) 297,00 (125,25) 0,977
T1 342,50 (202,50) 293,00 (72,50)
Selénio (ng/L, Média/DP )
TO 91,50 (22,92) 86,76 (17,97) 0,601*
T1 89,05 (30,08) 90,05 (20,69)
Magnésio (mg/dL Média/DP)
TO 1,99 (0,35) 2,11 (0,31) 0,9472
Tl 1,90 (0,20) 1,90 (0,25)

a — Realizados teste T para uma amostra / b — realizados teste de Wilcoxon para uma amostra para

variaveis ndo-normais
Fonte: Elaboragdo Propria, 2024
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Também foi observada analise de sobrevivéncia para os dias de internamento e dias de
internamento na UTI, dessa forma foram construidas duas Curvas de Kaplan-Meier por grupo
e ndo foram observadas diferencas significativas na probabilidade de alta entre os grupos de
intervencdo por HD-tDCS no desfecho dias de internamento (geral e UTI), mas pode-se dizer
que ambos o0s grupos apresentaram a probabilidade de 75% de com 30 dias de internamento e

de 5 dias para alta na UTI. Tais graficos estdo dispostos na figura 7.

Figura 7. Andlise de Sobrevivéncia, Curvas de Kaplan-Meier do Ensaio Clinico
Randomizado 1 entre os Grupos (HD-tDCS e Sham) e os Dias de Internamento e

Internamento na UT]

Grupo — Ativo =~ Shan Grupo == Ativo == Shan

Bl

p=0.96 p=066

Probabilidade de Sobrevivéncia
Probabilidade de Sobrevivéncia

0.00- 0.004

0 10 20 20 n 50 0 70 0 %0 100

0 50 80
Tempo em dias de internagao

( 15 20
Tempo em dias de internagdo na UTI

Fonte: Elaboracao Propria, 2024

Sequencialmente, foram observadas as os parametros do TO para fins de analise de pelo
modelo Cox, sendo este um modelo de sobrevivéncia para analise de Risco Basal. O modelo
de Cox indicou que B12 tem alguma influéncia na chance de alta, porém essa diferenca nao se

refletiu na taxa de risco.

Tabela 4. Modelo de sobrevivéncia Cox para Analise de Risco do Ensaio Clinico
Randomizado 1 nos Grupos (HD-tDCS e Sham) e os Dias de Internamento e Internamento

na UTI

Variaveis pelo Tempo de internag¢do em Dias HR!? 95% IC! Valor p
Grupo Ativo — —
Grupo Sham 0,77 0,31; 1,94 0,600
Interleucina 1,00 0,98; 1,01 0,500
NT-Pr6-BNP 1,00 1,00; 1,00 0,600

(Continua)
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B12 1,00 0,99; 1,00 0,014
HCY 0,94 0,82; 1,08 0,400
PCR 1,02 0,99; 1,04 0,150
RNL 0,80 0,57; 1,12 0,200

'HR = Taxa de risco, IC = Intervalo de confianca

Foi realizada a comparacao dos sinais vitais com vistas a observar de forma secundéria
os efeitos da HD-tDCS nestas variaveis (tabela 5). Assim, ndo se verificou por meio de analise

de comparacdo para o tempo e entre os grupos diferencas significativas.

Tabela 5. Comparacdo das Médias dos Dias de Internamento, dos Dias de Internamento

na UTI e Sinais Vitais por Grupo de Intervencao da Fase | (HD-tDCYS)

Total (N=45)

i \Jita Média / Mediana Grupo Ativo Grupo Sham
S Vit

nais vitas (DP/ 11Q) (HD-tDCS) (DP/  (DP/11Q) P

11Q) (n=17) (n=19)

SpO;, %? 95,83 (3,71) 96,58 (1,46) 95,15(4,89) NS
Frequéncia Cardiaca (FC), btm/min? 73,03 (6,69) 73,76 (7,07) 72,36 (6,99) NS
errre;?/lrJTm%Ia Respiratoria (FR), 19,52 (2,29) 19,47 (2,64) 19,58 (2,01) NS
Pressdo Arterial Sistdlica, mmHg? 116,08 (14,25) 119,70 (14,09) 112,84 (13,95) NS
Pressdo Arterial Diastolica, mmHg? 70,19 (6,77) 70,47 (6,71) 69,94 (7,00) NS

btn/min = batimentos por minutos; rpm/min = respirag6es por minuto / mmHg = milimetro de mercurio
a- Teste T de Comparagdo de Médias de varidveis normais

b - Teste de Wilcoxcon para comparagdo de médias de Varidveis ndo normais (medianas)

Fonte: Elaboragéo Propria, 2024

Logo, pode afirmar que o grupo apresentou um perfil nos primeiros 5 dias de
internamento de e antes do procedimento cirdrgico de em média SpO2 de 96%, frequéncia
cardiaca aproximada de 73 btm/min e respiratdria de 19 rpm/;min , bem como pressao arterial

média de aproximadamente 116 por 70 mmHg.
IV.1.4 Resultados de Seguranca do Ensaio Clinico Randomizado 1

Os grupos foram acompanhados pelos pesquisadores durante o curso da pesquisa, de
forma que foram questionados quanto aos sintomas apds cada sessao de HD-tDCS. Observou-
se que os sintomas nao diferiram entre os grupos [Teste Qui-quadrado de Pearson, p>0,05],
implicando que os pacientes ndo conseguiam identificar se a corrente era simulada ou ativa,
exceto no ultimo dia cujo grupo sham apresentou maior proporcao de participes referindo néo
ter sintomas (68%), enquanto do grupo ativo foi de 12% [Teste Qui-quadrado de Pearson,
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p<0,001]. N&o existiram desisténcias por sintomas quanto a aplicacdo da técnica ou
sinais/sintomas adversos e 0s sinais/sintomas se mantinham por pouco tempo apos aplicacao.
Foi observado ainda que em média 4 (x1,52) participes referiram sintoma de sensacao
de ardéncia no couro cabeludo; 7,4 (x3,64) referiram coceira no couro cabeludo; 10,8 (£5,67)
informam formigamento e 13,6 (£2,61) informaram n&o apresentar sintomas. Observou-se a
intensidade dos sintomas sendo uma média de 1,33 (x0,72) no grupo HD-tDCS e de 1,52(+1,58)
no grupo Sham, sem diferenca estatistica entre os grupos [F (17,72) = 2,225; p = 0,623), sendo

este escore classificado de nenhum sintoma a sintomas leves.

IV.2 Ensaio Clinico 2: Estudo Po6s-Cirtrgico com Consumo de Chlorella pyrenoidosa em
pacientes com HCFEr

O Ensaio Clinico Randomizado 2 foi realizado em nivel ambulatorial com 26 pacientes
que foram inclusos a partir dos participantes do ECR 1, os quais foram cruzados e foram
inclusos apds analise dos critérios de exclusdo do ECR2. Dessa forma, foram excluidos 7
pacientes que nao aceitaram fazer parte do protocolo, 1 paciente que foi a ébito e 2 pacientes
no periodo da andlise que ndo haviam consumido a quantidade correta da Chlorella
pyrenoidosa. O fluxograma da organizagdo do ECR encontra-se na figura 8.

Figura 8: Individuos Incluidos, Randomizados e Acompanhamento dos Participantes do

Ensaio Clinico 2 - P6s-Cirurgico com Pacientes tratados com Chlorella pyrenoidosa
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Fonte: Elaboragao Propria, BioRender®, 2024
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Os pacientes arrolados no ECR 2 foram avaliados quanto as caracteristicas

demogréficas, de habitos de vida, nutricionais e clinicas dos grupos (Ativo e controle), tais

achados estdo dispostos na tabela 7. Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os

grupos, de forma que ha proporcionalidade entre eles para estas varidveis, reduzindi possiveis

Viés.

Tabela 6. Dados Demograficos, Estilo de Vida, Comorbidades e Antropomeétricas ECR 2

Grupo 1 -
D Total Chlorella Grupo 2 -
ados _ . Controle P
(N=26) pyrenoidosa (N=14)
(N=12)

Demogrificos e Estilo de
Vida
Sexo (%)
Masculino 16 (62%) 7 (58%) 9 (64%) >0,999*
Feminino 10 (38%) 5 (42%) 5 (36%)
Tabagista
Sim 11 (42%) 5 (42%) 6 (43%) 0,9512
Nio 15 (58%) 7 (58%) 8 (57%)
Consumo de Alcool
Sim 13 (50%) 7 (58%) 6 (43%) 0,4312
Nio 13 (50%) 5 (42%) 8 (57%)
Pratica de Atividade Fisica
Sim 11 (42%) 4 (33%) 7 (50%) 0,391
Nio 15 (58%) 8 (67%) 7 (50%)
Comorbidades Associadas*
HAS
Sim 24 (92%) 12 (100%) 12 (86%) 0,483%
Nao 2 (7,7%) 0 (0%) 2 (14%)
DAC
Sim 19 (73%) 9 (75%) 10 (71%) >0,999*
Nao 7 (27%) 3 (25%) 4 (29%)
DM2
Sim 15 (58%) 7 (58%) 8 (57%) 0,9512
Nao 11 (42%) 5 (42%) 6 (43%)
DRC
Sim 2 (7,7%) 1 (8,3%) 1 (7,1%) >0,999*
Nao 24 (92%) 11 (92%) 13 (93%)
IAM
Sim 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Nio 26 (100%) 12 (100%) 14 (100%) -
Escala NYHA
Classe I 7 (27%) 3 (25%) 4 (29%)
Classe 11 18 (69%) 8 (67%) 10 (71%) 0,824°
Classe III 1 (3,8%) 1 (8,3%) 0 (0%)
Classe IV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Antropometria***
IMC 26,54 (4,50) 27,58 (4,07) 25,80 (4,79) 0,338¢
Baixo Peso 5 (21%) 1 (10%) 4 (29%) 0,656
Eutrofia 8 (33%) 4 (40%) 4 (29%) ’
Sobrepeso/Obesidade 11 (46%) 5 (50%) 6 (43%)
CB 29,74 (3,18) 30,39 (2,78) 29,24 (3,48) 0,366°¢

(Continua)
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(Continuacéo)

Desnutri¢ao 11 (44%) 3 (27%) 8 (57%)

Eutrofia 12 (48%) 7 (64%) 5 (36%) 0,419°
Sobrepeso/Obesidade 2 (8,0%) 1(9,1%) 1 (7,1%)

CP 32,50 (13-39) 33,50 (30,5-39) 32,00 (13-38) 0162
Adequado 18 (72%) 10 (91%) 8 (57%) ’
Risco de Sarcopenia 7 (28%) 1(9,1%) 6 (43%)

Prega Adutora (Esquerda) 9,04 (4,37) 9,81 (3,66) 8,44 (4,90) 0,433
Eutrofia 4 (17%) 1(9,1%) 3 (23%) 0,596°
Risco para Desnutrigéo 20 (83%) 10 (91%) 10 (77%)

Prega Adutora (Direita) 9,80 (4,31) 9,99 (3,25) 9,68 (4,98) 0,858¢
Eutrofia 5(22%) 2 (22%) 3 (21%) >0,999*
Risco para Desnutrigdo 18 (78%) 7 (78%) 11 (79%)

Prega Cutinea Tricipital 12,14 (5,35) 12,02 (5,85) 12,23 (5,15) 0,926¢
Desnutri¢do 13 (52%) 7 (64%) 6 (43%) 0.285b
Eutrofia 3 (12%) 2 (18%) 1 (7,1%) ’
Sobrepeso/Obesidade 9 (36%) 2 (18%) 7 (50%)
Circunferéncia Muscular do 25,88 (2,88) 26,47 (2,22) 25,47 (3,29) 0,406°
Braco

Desnutricao Leve 1 (4,5%) 0 (0%) 1 (7,7%) 0.117°
Desnutricdo Moderada/Grave 7 (32%) 1 (11%) 6 (46%) ’
Eutrofia 14 (64%) 8 (89%) 6 (46%)

* HAS - Hipertensdo Arterial Sistemica / DAC - Doenga Arterial Coronariana / DM2- Diabetes tipo 2 / Infarto

Agudo do Miocardio
** New York Heart Association

##*MC - Indice de Massa Corporal / CP - Circinferéncia da Panturillha

Dados apresentados em média(desvio-padrao) ou mediana (minimo méaximo) referente aos testes qui-quadrado?,
exato de fisher®, teste t© ou wilcoxon? apresentando p significativo com valores <0,05

Fonte: Elaboracdo Propria, 2024

Por tratar-se de uma grupo sem diferenca estatistica para as propor¢des das

caracteristicas clinicas da linha de base, nutricionais, demograficas e de estilo de vida, pode-se
descrever o grupo como 62% do sexo masculino, com idade média de 65,92 (£6,31), ha 42%
de tabagistas, 50% de etilistas, 42% ndo praticam atividade fisica.

Ademais, ha elevada proporc¢éo de hipertensao no grupo (92%), seguida de DAC (73%)
e 58% de DMII, com 70% do grupo nas escalas NYHA 11 e Ill. Ndo obstante, evidencia-se
elevada proporcdo de distrofia em todas as escalas da antropometria, havendo faixa de
desnutrigdo e risco nutricional de até 83% entre as medidas e de sobrepeso e obesidade de até

46% entre as medidas.
IV.2.2 Desfecho Primério do Ensaio Clinico 2
Foi analisado como desfecho primario do ECR2 os niveis de B12 entre 0s grupos ativos

(com consumo de Chlorella pyrenoidosa) e o controle por meio da categorizacdo da B12 em

variavel qualitativa, uma vez que foram rompidos os critérios estatisticos para realizagdo por
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Anova Split-plot. A B12 adequada foi considerada nos niveis de 200 a 400pg/mL, deficiéncia
abaixo de 200pg/mL e aumentada quando acima de 400pg/mL.

Assim, 0 grupo ativo teve uma proporcao de 75% dos niveis de B12 adequados no T1
(1C46,77-91,11) e de 61,54%(1C35,52-82,29) no grupo Sham. Também foram identificados
niveis elevados [G1= 16,67% (IC 2,96-44,80); G2=30,67% (1C12,68 — 57,63)] e baixos [G1=
8,33% (IC 0,43-35,88%); G2=7,62% (1C 0,39-33,31)], porém néo foi identificada significancia
estatistica pelo teste qui-quadrado entre os grupos e dentre os grupos. A figura 9 apresenta o

resultado da B12 nos grupos e nos tempos do ECR2.

Figura 9. Analise das Comparacbes dos Percentuais de Adequacdo da B12 (com
Intervalor de Confianca) dos Grupos de Intervencédo do Ensaio Clinico Randomizado 2 —
Consumo de B12 em Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca com Fracdo de Ejecéo
Reduzida em Tratamento P6s-Cirdrgico

150
® Ativo TO
e Shan_TO
& 100+ e Ativo T1
8 e Shan_TO
o
i
m 50—
T afaf pslk

Adequado Aumentado Deficiencia

Teste para comparages de proporgdes nos tempos (qui-quadrdo): Teste X? (6) = 2,68; p = 0,8470
Fonte: Elaboragdo Propria, 2024

1V.2.3 Desfechos Secundarios do Ensaio Clinico 2

As andlises dos marcadores inflamatérios (IL-6, PCR, TNF-a)), marcadores de injaria a
orgdos e cardiaca (DHL e NT-Pr6-BNP) e os marcadores nutricionais (MMA e HCY) foram
realizadas por meio do teste Exato de Fisher por meio da categorizacdo pelos pontos de corte
para risco ou adequados, devido ao rompimento dos critérios de normalidade,
homoscedasticidade e independéncia das variaveis quantitativas. Na figura 10 estdo

apresentados os achados.
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Figura 10. Andlise das Comparagdes dos Percentuais de Adequacdo de Marcadores
Inflamatdrio, Cardiaco e Nutricional nos Grupos de Intervencdo do Ensaio Clinico
Randomizado 2 — Consumo de B12 em Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca com Fracéo

de Ejecdo Reduzida em Tratamento P6s-Cirurgico
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Teste para comparagdes de proporgdes nos tempos (Exato de Fisher): [DHL > 328U/L risco de mortalidade na IC; X? (3)
= 5,549; p = 0,135]; [NT-pr6-BNP > 1078pg/mL risco de 6bito na IC; (X? (3)=17,19, p=0,006]; [PCR>10mg/dL
risco de mortalidade na IC; (X2 (3) = 14,48, p<0,0002]; [IL-6 > 5mg/L risco de mortalidade na IC; X?(3) = 8,868,
p=0,03]; [MMA > 0,27 umol/L deficiéncia de B12; X?(3) = 4,365, p=0,224]; HCY > 12umol/L associa¢io com
DCV e com deficiéncia de B12; X?(3) = 6,356, p=0,09].

Fonte: Elaboracgdo Prdpria, 2024

Na avaliacdo do TO comparado ao T1, ou seja, apdés o consumo de 30 dias de Chlorella
pyrenoidosa observou-se reducdo nos indicadores NT-Pr6-BNP, PCR e IL-6, conforme
apresentado na figura 10 e de forma mais especificada na tabela 7. Nao se observou reducao
abaixo de 4,3pg/mL para a TNF-alfa em nenhum dos dois grupos e em nenhum dois tempos,

ou seja, apresentou proporcao de 100% na faixa de risco.
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Tabela 7. Anélise Comparativa de Proporc¢do dos Marcadores Inflamatorios e de Lesdo
Tecidual e Cardiaca entre os Tempos do Ensaio Clinico Randomizado 2 (TO-T1) e entre
0s Grupos Ativo e Controle para Intervencéo por Chlorella pyrenoidosa em Pacientes com

ICFEr no Periodo Pds-Operatorio

Dados Linha de Base T Avaliacio Final T1
Ativo Controle Ativo Controle Y
~N=12) € zn=199g € =1y 1€ a1y 1€
Desfecho Primario
BI2 - n (%)
Adequado 7(63,64) 3538 7(50,00) 268 9(75,00) 4680- 8(61,54) 35,52-
(<148pmol/L) 84,83 73,2 91,11 82,30
Risco de 2(18,18) 323~ 2(1429) 2,54 1(833) 043  1(7,70)  0,39-
Deficiéncia 477 39,94 35,39 3331 0,874
(>148pmol/L)
Aumentado 2(18,18) 323-  5(3571) 1634 2(16,67) 296- 4(30,80) 12,70-
(700pmol/L) 477 6123 44,80 57,63
Desfechos Secundarios
NT-Pré-BNP -
n (%)
Menor Risco 0,43- 0,39- 47,77- 13,81-
<1078pmolL) L B33 3539 1769 535 905000 gy 4G3.33) (g, 0.0007
Risco de Obito 6461- 12 66,69- 8,89- 30,06-
>1078pmolL)  1OLOD 9957 0231y 9960 200 5353 B(66.67) gig
DHL - n (%)
Adequado 0.43- 0,00- 8,90- 12,68-
(<328U/L) 1833) 3539  00.00) 5455 3@2300) 535 4G0TT) 5765 01511
Risco(>328 64,61- 75,75- 46,77- 037- %
o HELE) g% 120000 Tt 905000 0T 96923 )
IL-6 — n(%)
Adequado 0,00- 0,00- 13.81- 8,18-
(<5pg/mL) 000,00) = 5509 00000 o540 43333 ghoq  3E308) 54 56 0,026
Risco 12 7575 12 7575 3006- 4974- %
(>5pg/mL) (100,0) 1000  (100,0) 1000 S©O667 gcig 1007692) 474,
PCR - n(%)
Adequado 0,00- 0,00- 25,38- 8,18-
(>10mg/dL) 000,00) 5153 00000 5550 66000 576 3@308) 5456 0.001
Risco 2 78S0- M4 TSTS o0 2538 o0, 4974
(<10mg/dL) (100,0) 1000  (100,0)  100,0 0 746 92) 9182
MMA - n(%)
Adequado 49,02- 52.41- 21,27- 32,59-
<027umotiLy  SBOD g5 45 HTST) gy 43 SESAS) g1 g9 BGTIN a5, 0271
Aumentado 3,55- 7,57 28,01- 2338 O
G027umolLy 2200 5099 QLAY 475 60454 gggp 6(4286) Ly,
HCY - n(%)
Adequado 62,26- 52,41- 25,38- 29,14-
Gloumol) 1000 gg 53 TIT8ST) gy 43 630.0) g e, T384) g6 g9 010
Aumentado 0,47- 7,57- 25,38- 23,20- ’
(<12umol/L) 10,10) 3753 3CLA) 47459 6C0.0)  5rg,  6E615)  5he6

Teste para comparagdes de propor¢des nos tempos (Exato de Fisher) - p significativo com valores <0,05
Fonte: Elaboragdo Propria, 2024
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IV.2.4 Resultados de Seguranca do Ensaio Clinico 2

Quanto ao consumo da Chlorella pyrenoidosa, no ultimo momento da avaliacdo 0s
pacientes eram orientados a apresentar as capsulas restantes. Nos envases que cada paciente
recebia, havia uma propor¢do superior de seguranca em nimero de capsulas (equivalente a
cinco dias) considerando possiveis adaptacfes na data quanto ao retorno, como forma de evitar
descontinuidade do tratamento. Desta forma, observou-se que dois pacientes consumiram
menos que 50% da oferta de capsulas, sendo excluidos da analise, representado 4,76% da
amostra inicial. Assim, foram analisados ao final da pesquisa 12 pacientes do grupo C.
pyrenoidosa e estes consumiram uma mediana de 307,5 capsulas, sendo um valor considerado
estatisticamente similar a 300 (meta de consumo) [teste de Wilcoxson, p <0,02]. Quanto a
analise fisico-quimica da Chlorella pyrenoidosa apresenta-se na tabela 1 os resultados.

Esta condigdo associa-se a nenhuma desisténcia por efeitos adversos ou sintomas

quando ao consumo da Chlorella pyrenoidosa no grupo estudado.
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V. DISCUSSAO

V.1 Alteracoes de biomarcadores inflamatérios, cardiaco e nutricionais mediante a
terapia por HD-tDCS nos pacientes com ICFEr como Priming antes do Procedimento

Cirurgico no Ensaio Clinico Randomizado 1

A intervencdo com HD-tDCS como priming para pacientes pré-cirargicos com ICFEr
nos apresenta reducdo em torno de 40% do marcador inflamatério I1L-6 entre os tempos iniciais
e finais do protocolo, com reducdo também quando comparados dos grupos ativo e sham com
poder médio de associacdo. Observa-se que houve reducdo na média de I1L-6 apds o tratamento
adjuvante por neuroestimulacdo por HD-tDCS nos pacientes ativos com significancia
estatistica, para o qual podemos inferir um padrdo de neuromodulacdo na intervencao e
protecdo na ICFEr.

Uma vez que, compreende-se a inflamacdo uma resposta ao estresse, condicdo
progressiva na IC, cuja sinalizacdo pela IL-6 (produzida pelas células T-helper 2) leva ao
declinio da contratilidade miocérdica. Em estudo realizado com 883 pessoas com IC aguda a
IL-6 foi associada ao NT-pr6-BNP e ainda foi considerada um preditor de mortalidade na IC
(Perez et al, 2021).

Estudo realizado com 40 adultos mais velhos (com idade entre 50 e 70 anos) com
osteoartrite do joelho (OA) com a técnica de tDCS, durante 5 dias e sessGes de 20 minutos
observou reducdo de marcadores inflamatorios, dentre eles a IL-6 (Suching et al, 2019),
reforcando estudos no campo da neurociéncia para o achado da nossa pesquisa com a IL-6.
Contudo, sabe-se que existem inimeros mecanismos inflamatorios, em especial vinculados a
IC, mas ja ha compreensdo cientifica que a neuroestimulagdo ndo-invasiva é uma ferramenta
promissora para a regulacdo cortical do Sistema Nervoso Auténomo (SNA) e a regulacédo da
frequéncia cardiaca (Schmauber et al, 2022).

Ademais, corrobora-se com a intervengdo por meio da neuroestimulagéo néo-invasiva
por HD-tDCS, na area estudada — CPFDLe esquerdo — uma vez que, esta area tem relacdo com
0 papel regulatério na atividade cardiovascular autondmica (Guo et al, 2022). A inervacdo
cardiaca pelo sistema nervoso simpatico (SNS) modula a frequéncia cardiaca e a contracdo do
musculo cardiaco, bem como a vasculatura periférica é controlada pelo SNS e disfuncdes
autondmicas estdo associadas a disfunces em 6rgaos-alvo como coragdo, cérebro e vasos
(Yugar-Toledo, 2024).
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Sabe-se ainda que mecanismos da ICFEr como as anormalidades mitocondriais,
hipertrofia cardiaca e mecanismos hiperativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS) e o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) levam a uma gradual progressao da doenca e
manutencédo da inflamacdo e ndo necessariamente consegue ser resolvido pelos tratamentos
atuais (Hoseini et al, 2021).

Assim, as alteracdes de contracdo da musculatura cardiaca levam a liberacdo de
citocinas inflamatorias pelo remodelamento cardiaco (Scolari et al, 2018). E & luz desta
perspectiva, que compreendemos que o estimulo anddico ao CPFdL por meio da
neuroestimulacdo por HD-tDCS e em consequéncia aos neur6nios responsaveis pelo controle
auténomo cardiaco, refletiram no funcionamento vasomotor, reduzindo a inflamacao local e a
producdo de IL-6, que é observada sistemicamente. Chow e colaboradores (2017) alertam que
os marcadores IL-6, TNF-a e PCR tem associagdo com a IC, porém o marcador mais expressivo
é a IL-6. Apresentando, portanto, um resultado promissor quanto efeito priming para
procedimentos cirargicos em pacientes com ICFEr.

Adicionalmente, a pesquisa encontra achados secundarios no tocante a redu¢do da DHL
no grupo neuroestimulado. A DHL é uma enzima que mensura danos teciduais em 0rgéos e,
portanto, tem valor prognostico quando comparada a outros marcadores. Em seu estudo,
Yamaguchi e colaboradores (2020) observou que pacientes com IC aguda descompensada teve
associagcdo com risco de morte em 90 e 180 dias associado a elevagdo de DHL. No ECR1 o0s
niveis do NT-Pré-BNP estavam elevados em ambos os grupos, inferindo que a reducéo da DHL
apresenta reducdo da leséo tecidual ao miocardio no pré-cirdrgico.

A ECR1 avaliou desfechos secundarios relacionados a sinais clinicos e tempo de
internamento dos pacientes e a sua associa¢do com a variaveis dependentes desta tese. Assim,
observou-se que 0s pacientes apresentavam uma probabilidade de alta em 30 dias e de 5 dias
na UTI, por meio da curva de Kepler-Meier. Ademais, observou-se ainda os sinais clinicos no
pré-operatorio e no desenho comparativo no grupo de intervencdo pela HD-tDCS e no grupo
Sham foram em média para saturacdo de oxigénio de 96%, frequéncia cardiaca de 72btm/min,
de frequéncia respiratoria de 20rpm/min e presséo arterial de 116x70mmHg, sem diferenca
entre 0s grupos e o tempo da analise (5 dias).

Por seu perfil de alta morbidade, a IC tem uma taxa de internacéo elevada para o periodo
de um ano, sendo de 31,9% e nesta condicao as taxas de mortalidade tendem a duplicar (Murphy
et al, 2020). Estudo realizado com 3249 pacientes submetidos a cirurgia cardioldgica,
identificou como risco, e ainda a associagdo com marcadores inflamatérios, o internamento

com mais de cinco dias na UTI e mais de 3 semanas no hospital (Tian et al, 2023).
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N&o obstante, sdo metas do tratamento para ICFEr o controle da FC e da presséo arterial,
uma vez que esta € uma causa de IC, com prevaléncia de 60% a 89%. E ainda, compreendendo
que pacientes com hipertrofia ventricular esquerda com pressdo elevada e obesos levam ao
prejuizo do débito cardiaco e progressdo da doenca, desta forma recomenda-se metas
pressoéricas na IC similares as recomendadas para pacientes com elevado risco cardiovascular
(PAS entre 120 e 130 mmHg). (Pereira et al, 2021; McDonagh et al, 2021).

A FC tanto representa um alvo terapéutico como é um marcador para monitoramento,
tendo relagcdo com risco de morte e de admisséo hospitalar, devendo estar abaixo de 70btm/min,
ja a frequéncia respiratéria deve ser monitorada e na presenca do desconforto respiratorio
(>25rpm/min) deve-se avaliar a ventilagdo assessoria (Gomes & Pagan, 2020; McDonagh et al,
2023).

Assim, observa-se que a HD-tDCS como priming para o pré-cirurgico nao interferiu no
perfil clinico dos pacientes para FC, FR e PA. Observou-se, portanto, um perfil cronico, porém
estavel pelo acompanhamento dos cinco dias nos participantes da pesquisa. Ademais, pela
cronicidade presente no grupo estudado, observou-se elevado periodo de internamento dos
participantes sendo este um fator de risco para mortalidade pos-cirurgia, o qual ndo apresentou
associacdo com a HD-tDCS.

Quanto a efeitos adversos da utilizacdo da HD-tDCS o estudo nao apresentou perdas de
pacientes por esta condi¢do. E a analise de seguranca teve maior média de auséncia de sintomas.
E dentre os sintomas mais relatados esta o formigamento. Para os niveis da escala de dor para
0s sinais e sintomas do uso da HD-tDCS observou-se uma escala média de sintomas de
“nenhum a leve” e cujos sintomas desapareciam pouco tempo apos a neuroestimulagao, e ainda
0s participes ndo conseguiram diferir entre os métodos (ativo ou sham).

Tais achados se aproximam dos observados na pesquisa Reckow e colaboradores (2018)
que usaram HD-tDCS com 3mA em 101 idosos de 69,69 anos (DP8,33) e observaram que 0s
sintomas mais frequentes foram formigamento, com relatos de sintomas leves e sem diferenca
dos sintomas entre os grupos, indicando bom cegamento do método. Ademais, Miller e
colaboradores (2023) trabalharam um método com HD-tDCS a partir de modelos individuais
de cabeca de imagens anatdmicas com adultos e observaram maior excitabilidade do cortex

pelo método HD-tDCS, corroborando com a seguranca dos achados do ECR1.
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V.2 Alteracoes de Biomarcadores Inflamatorios, Cardiacos e Nutricionionais mediante
Terapia por Chlorella pyrenoidosa no Ensaio Clinico Randomizado 2

O ECR 2 avaliou os niveis de B12 nos pacientes arrolados no estudo a partir do consumo
da Chlorella pyrenoidosa no grupo ativo comparado a um grupo controle com ICFEr p0s-
cirurgico. Nao se observou diferenca estatistica entre 0 tempo e 0s grupos, mas um percentual
de 75% de nivel adequado de B12 no retorno apds 30 dias de consumo. De forma associada,
observou-se niveis elevados em homocisteina (acima de 12mg/dL) e de MMA (acima de 0,27
pumol/L) nas proporcBes aproximadas de 50% nos grupos, ambos também sem significancia
estatistica para o tempo avaliado e entre 0s grupos.

Nesta dinamica, infere-se que a ndo diferenca entre os tempos inicial e final da pesquisa
associando os niveis elevados de MMA e HCY aos niveis de tendéncia normal no grupo a uma
deficiéncia de B12 subclinica. Nessa condicdo pode haver uma condigdo paradoxal, onde a
deficiéncia de B12 pode estar associada a niveis elevados de acido Metilmal6nico elevado e
homocisteina elevados com niveis normais ou elevados de B12, sendo que 0 MMA e a HCY
sdo preditores confiaveis a resposta da B12 (Zulfigar et al, 2019; O’Leary&Sama, 2010;
Wolffenbuttel et al, 2022).

Tal condicdo tem como argumento tedrico a associacdo com a liberacdo de vitamina
B12 do armazenamento hepatico, diminuicdo da depuracdo, regulacdo positiva da haptocorrina
e sintese de transcobalamina, ou diminui¢do da afinidade da vitamina B12 pelas proteinas
transportadoras em situagdes cronicas de estresse e inflamatérias como doenca renal cronica e
doenca hepatica (Flores-Herrero et al, 2020; Andrés et al, 2013).

Por analogia, ndo havendo sido encontrados estudos de associacdo com a IC,
compreendemos que os altos niveis sistémicos de marcadores inflamatdrios nos pacientes de
ICFEr podem deflagrar outras condic@es clinicas no organismo, sendo um caminho tedrico
aumento que altas concentracdes plasmaticas de vitamina B12 associadas aos aumentos de
MMA e homocisteina, sendo uma condi¢do de cobalaminemia.

Nos desfechos secundéarios da pesquisa pode-se observar que o tratamento adjuvante
por Chlorella pyrenoidosa teve associacdo estatistica com a reducdo da NT-Pro-BNP, da PCR
e da IL-6, dessa forma infere-se que o alimento funcional auxiliou na reducdo de marcadores
inflamatdrios na ICFEr em pacientes ap6s o procedimento cirdrgico.

Segundo Murphy e colaboradores (2020) os peptideos natriuréticos tipo B e seu
precursor N-terminal pré-B-tipo natriurético (NT-pr6-BNP) sdo recomendados para avaliar a
gravidade da IC, podendo auxiliar no prognostico e estratificar o risco, de forma que, taxas do

NT-Pro-BNP menores que 1000pg/mL na ICFEr favorecem a um curso benigno da doenca com
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menos remodelamento do ventriculo esquerdo levando a menos eventos. Evidenciamos que o
grupo que consumiu Chlorella pyrenoidosa reduziu a NT-Pro-BNP para niveis médios bem
inferiores no retorno de 30 dias pos-cirurgia, apresentado, portando, um efeito benéfico para a
protecdo cardiaca.

Complementarmente, em seu estudo, Tian e colaboradores (2023), avaliaram a PCR e
a RNL de 3249 pacientes e observaram que a estes indicadores foram relacionados com o dbito
quando acima de 5mg/L e 3,5 respectivamente, com taxa de mortalidade de 1,69%. No nosso
estudo os valores iniciais de PCR e RNL estavam acima desses valores comparados ao estudo
de Tian e colaboradores (2023), 5,18ml/L e 4,88, observamos taxa de mortalidade superior
também (5,55%). Contudo, os achados dessa tese direcionam para um tratamento adjuvante
com melhora nas respostas inflamatorias pds-cirurgicas.

E ainda, corrobora-se com Bonatto e colaboradores (2022) no tocante aos mecanismos
da interacdo entre a lesdo do miocardio e neuro-humorais compensatorios, uma vez que a
ativacdo do sistema nervoso autbnomo (SNA) leva a producdo de catecolaminas de forma
prolongada, que levam ao processo de libracdo de citocinas inflamatorias e ativacdo da
inflamacdo cronica de forma sistémica. Esta condicao leva a uma hiperativacdo simpatica, que
contribui com a aumento da contratilidade, da frequéncia cardiaca e da vasoconstri¢do
sistémica, uma diminuicdo da complacéncia venosa e remodelamento do ventriculo.

A 1L-6 tem associagdo com a ICFEr para fins de prognostico negativo na sua elevagéo.
A IL-6, que pertence a familia de pleiotropicos e citocinas, estdo envolvidas com a regulacéo
dentre outros fatores com a funcdo dos macréfagos, fungédo dos neurdnios e hipertrofia cardiaca
(Plenz et al, 2001).

Dessa forma, infere-se o papel de protegdo cardiaca e neuroldgica da Chlorella
pyrenoidosa. E reforga-se por meio das anélises de seguranca realizadas por meio das analise
fisico-quimica a Chlorella pyrenoidosa utilizada nesse estudo, associada a nenhum paciente

com efeitos adversos registrados.

V.3 Achados em Comum nos Ensaios Clinicos Randomizados

Ao analisar o perfil demografico, de estilo de vida, de comorbidades, e nutricional
observa-se pela ética do perioperatério observa-se em comum nos dois ECRs um perfil de idade
média de idosos, sem diferenca estatistica para sexo, para os habitos de tabagismo e etilismo,
para baixa atividade fisica, para comorbidades como HAS, doenca arterial coronariana e

diabetes tipo 2, além de proporc¢des elevadas de desnutricdo, sobrepeso e obesidade.
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Nesse sentido, Teo e Rafik (2021) alertam que principal causa de morbimortalidade no
mundo foi a doenca cardiovascular (DCV), com 80% originando-se de paises menos
desenvolvidos e de baixa renda, e, os fatores de risco identificados foram como tabagismo,
hipertensdo, diabetes e dislipidemia. Ademais, alerta-se ainda para o risco para cardiopatia
1squémica, acidente vascular encefalico (AVE), doenca renal cronica (DRC) associados com
valores de pressao arterial (PA) elevados levando a mortalidades precoces (Barroso et al.,
2021).

Ademais, a Doenga Arterial Coronéria (DAC) ou Doenca Isquémica do Coracao (DIC)
sdo condicdes clinicas adversas (sintoméaticas ou nao) relacionadas a reducdo do fluxo
sanguineo para o musculo cardiaco. A causa mais comum da DAC é a doenca ateroesclerdtica
e a DAC € uma causa comum da Insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo ventricular
esquerda reduzida ou preservada, arritmias ventriculares e parada cardiaca subita (Oliveira &
Ribeiro, 2020).

Dessa forma, observa-se no grupo estudado um perfil de comorbidades e agravos
semelhantes ao apresentado na literatura. E ainda mais, que tais condicGes associadas a ICFEr
e a idade avancada presente no grupo favorecem a progressdo da doenca cardiaca.

Ainda nessa perspectiva, a DAC teve prevaléncia de 68,9% na populagédo da pesquisa e
de 88,9% de HAS. E, a literatura vem apresentando que a doenca coronariana tem alta
prevaléncia na relagdo com o ébito atribuido a doenca cardiaca, seguida da hipertensdo arterial
e insuficiéncia cardiaca, os quais contribuem com a aterogénese, tal condi¢do induz o estresse
oxidativo e a inflamagé&o, e estas condicGes relacionadas ao agravamento dos quadros e que
levam ao internamento (Frantz et al., 2018; Schuetz et al., 2021).

Pelo perfil clinico-laboratorial da linha de base da pesquisa observou-se equilibrio nos
marcadores com relacdo com a IC para selénio, magnésio e B12 com diferencas de médias
positivas em relacdo a taxa de referéncia e com significancia estatistica.

Em relacdo ao perfil antropométrico, estudos indicam que a desnutricdo e a sarcopenia
sdo frequentes na IC e insuficiéncia cardiaca e tem associacdo com desfechos clinicos e reducdo
da sobrevida, nesse sentido Herrera-Martinez e colaboradores (2023) identificaram uma
desnutricao basal de 30% nos seus pacientes de estudo e 65,8% de sarcopenia. No nosso estudo,
a sarcopenia teve uma prevaléncia em torno de 20% nos dois ECRs e a desnutri¢cdo proporcdes
acima de 30%.

No tocante ao sobrepeso e a obesidade no grupo estudado, observa-se que héa
prevaléncia de obesidade e diabetes tipo 2 em pacientes com IC e tém associa¢do com alta carga

de sintomas nos dois ECRs. Estudo realizado com 616 pacientes com ICFEp com obesidade e
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diabetes tipo 2 utilizou semaglutida como medicagdo associada e observou reducdes nos
sintomas relacionados a insuficiéncia cardiaca e limitagdes fisica associada a reducéo de peso
(Kosiborod et al, 2024).

Em ambos ECRs houve alteracdo em marcadores inflamatorios e de injuria. A cirurgia
cardiaca desencadeia processos inflamatérios os quais promovem um estado de inflamacéo
cronica observada no pre-operatorio e a condigdo inflamatdria também é observada no pos-
operatorio (Liu et al, 2023). Assim, de forma associada, sabe-se que a inflamacéo é um fator
patogénico relevante da doenca cardiaca e o procedimento cirurgico, que faz parte do
tratamento da ICFEr, tem incidéncia de complicacdes relacionadas ao pés-cirdrgico, com
poucos estudos neurocomportamentais e de indicadores bioguimicos (Macdonagh et al, 2021;
Tian et al, 2023).

E ainda, Gomes e Pagan (2020) alertam para a necessidade da adocdo de outras medidas
para controle da IC, além das altas doses de medicamentos, como forma de conduzir um
prognostico favoravel e qualidade de vida. No nosso caso, observou-se reducdo em mdaltiplos
mascadores (IL-6 e DHL) com HD-tDCS priming no pré-operatorio e (PCR, IL-6 e NT-Pro-
BNP) no po6s-operatorio com Chlorella pyrenoidosa, podendo consideré-las terapias adjuvantes
que favorecem no perioperatério ndo imprimindo o consumo de mais medicamentos nestes
pacientes “polimedicamentados”.

Ou seja, marcadores inflamatérios como PRC e IL-6 tiveram reducdo e a NT-Pro-BNP,
conferindo reducdo da lesdo ao miocérdio, quando associados ao consumo de Chlorella
pyrenoidosa pelo periodo de 30 dias em pacientes de ICFEr p6s-cirdrgicos. E ainda a I1L-6
também sofreu modulacdo em pacientes neuroestimulados antes do procedimento cirtrgico por
5 dias com HD-tDCS priming. Desta forma infere-se que o tratamento proposto atua pela via
nutricdo/alimentacéo e pela via da neuroestimulagdo levam a modulagdo de marcadores
inflamatdrios pré e pos-cirurgico de pacientes com ICFEr de forma promissora para uma forma

adjuvante para o tratamento para o periodo pericirargico.

V.4 Limitacoes da Pesquisa e Consideracdes para Futuras pesquisas

Esta tese foi composta por dois ensaios clinicos randomizado, controlados e que apesar
dos achados relevantes, sabemos dos poucos estudos da area da nutri¢cdo e neurociéncias e na
area da nutricdo e ICFEr, sdo mais raros ainda estudos envolvendo as trés areas, por isso
compreende-se a necessidade de novas pesquisas apontando para essas areas na ICFEr,

considerando inclusive as elevadas taxas de morbidade, obito, baixa qualidade de vida e alta
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incidéncia de internamento, com internamentos mais prolongados e associacdo das duas
terapéuticas.

A pesquisa ndo apresentava objetivo de avaliar a condi¢cdo em questdo associada ao
sexo, uma vez que o estudo foi randomizado e a proporcdo de sexos nédo se difere
estatisticamente. Contudo, Zhazykbayeva e colaboradores (2023) alertam &s diferencas
bioldgicas relacionadas ao sexo e prognostico da IC, indicando que ha diferenca entre pressao
de enchimento ventricular esquerda (VE) e rigidez diastolica em comparacdo com pacientes
com ICFEP do sexo. Nesse sentido, compreendemos a necessidade de pesquisa direcionando
os achados para observacao se ha impacto pelo sexo.

Ademais, estudos na area da genética e ciéncias Omicas, mais especificamente
metabolémica, podem demonstrar por meio de polimorfismos e 6tica metabdlica os achados
desta pesquisa. Scola e colaboradores (2021) identificaram polimorfismos na IL-6 e verificaram
diferencas entre a etnia dos participantes e alteracdes especificas no tipo de inflamacédo na IC,
podendo inclusive ser estudos utilizados para favorecer as abordagens e decisdes cirargicas
mais apropriadas em individuos positivos por genétipo.

E ainda, nosso estudo avaliou o periodo de internamento para procedimento cirirgico e
30 dias ap06s este. Mas, Bonatto e colaboradores (2022), alertam que as taxas de hospitalizacdo
tém associacdo com pioras ap0s um ano e ainda que as taxas de mortalidades um ano apés o
internamento foram de 7,2% em seu estudo. Nesse sentido, observa-se como relevante o
acompanhamento dos pacientes por uma coorte de tempo maior para observagao dos resultados
em longo prazo. E mais ainda ampliando o consumo em dias da Chlorella pyrenoidosa para
observacdo de possiveis mudancgas no acido Metilmal6nico, homocisteina e B12, conforme

proposto por Merchant e colaboradores (2015).
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VI. CONSIDERACOES FINAIS

A ICFEr estudada nesta pesquisa apresentou por meio dos pacientes um perfil de
biomarcadores e avaliacdo antropométrica com agravamento para a doenca na linha de base da
dos ECRs, compondo um perfil similar do perioperatério entre os pacientes. Havendo no grupo
da pesquisa proporcao elevada de comorbidades (HAS, DM e DAC), distrofia, internamento
hospitalar médio e de tempo de internacdo na UTI.

Observou-se também melhora nos marcadores inflamatérios e cardiaco por meio das
terapias da pesquisa, havendo reducdo no momento pré-cirurgico com inducdo pela HD-tDCS
na IL-6 e ainda no periodo pos-cirargico (30 dias apés a alta) na PCR, IL-6 e NT-Pr6- BNP
pelo consumo da Chlorella pyrenoidosa.

Desta forma, esta tese apresentou achados de prote¢do cardiaca e cerebral para pacientes
com ICFEr por meio de duas terapias adjuvantes de forma que comp&e um achado para o
tratamento ndo medicamentoso no periodo perioperatorio, sendo estas a HD-tDCS e Chlorella
pyrenoidosa, indicando um perfil neuromodulador (preparatério para cirurgia e de
acompanhamento pés-cirurgico, respectivamente) e indutor da protecdo cardiovascular para
ICFEr pelo consumo da Chlorella pyrenoidosa.

No entanto, ndo foram observadas modificacdes no tocante a HCY, MMA e B12
podendo haver relacdo com o tempo de consumo da C. pyrenoidosa e a manutencdo de uma
deficiéncia de B12 subclinica nos pacientes pds-cirirgicos num periodo de acompanhamento
de 30 dias.

Reforca-se a necessidades de mais estudos clinicos para a triade nutricdo-coragéo-
cérebro, podendo haver desmembramentos para grupos maiores e pesquisas no campo da
genética, perfil metabémico, com grupos especificos e de acompanhamento em mais longo
prazo.

Por fim, compreende-se a relevancia dos achados desta tesa, no tocante a observacéo de
uma linha de pesquisa com poucas pesquisas conduzidas sobre o tema, pela gravidade e impacto
da ICFEr na qualidade de vida dos pacientes e morbimortalidade dos pacientes, sendo, portanto,

uma pesquisa de relevancia quanto ao tema e a relevancia social.
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ANEXOI-TCLE

GOVERNO DO ESTADO DA PARAIBA
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
PROJETO: NEUROESTIMULACAO NAO-INVASIVA COMO ADJUVANTE NO TRATAMENTO DE
PACIENTES COM AFECCOES CARDIOVASCULARES: ESTUDO RANDOMIZADO
CONTROLADO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa NEUROESTIMULACAO NAO-
INVASIVA E USO DE Chlorella pyreinodosa PARA TRATAMENTO ADJUVANTE DE
PACIENTES COM INSUFICIENCIA CARDIACA, que estd sob a responsabilidade dos (a)
pesquisadores VANESSA MEIRA CINTRA, JAILANE DE SOUZA AQUINO, SUELLEN

MARY ANDRADE MARINHO, para contato com os pesquisadores responsaveis vocé pode entrar em
contato pelo enderego Av. Dom Pedro Il, 1826, Torre, Jodo Pessoa -PB, telefone (83) 3211- 9098 (inclusive
ligacOes a cobrar) pelo e-mail: vanessameiracintra@gmail.com, telefone (83) 999966528.

Todas as suas ddvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos
os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma via lhe serd entregue e a outra ficara com o
pesquisador responsavel.

Vocé estard livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum
problema, desistir € um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa,
também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Descricdo da pesquisa: Avaliar os efeitos da HD-tDCS e da assisténcia nutricional para melhora da variabilidade
da frequéncia cardiaca dos niveis de B12 e de marcadores cardiacos em pacientes com Insuficiéncia Cardiaca.

> Vocé, enquanto voluntario, participara da pesquisa recebendo um tratamento terapéutico para auxilio HD-
tDCS, por, em média, 20 minutos por no maximo 10 dias. Serdo colocados eletrodos em pontos especificos da
sua cabeca, por profissionais devidamente treinados, a fim de realizar uma neuroestimulacéo, com vistas a
melhora do desempenho respirato6rio e reducdo do delirium.

> Os profissionais responsaveis sdo colaboradores da pesquisa e deverdo realizar o procedimento sem que haja
interferéncia ao tratamento indicado pela equipe médica do Hospital.

» Vocé também recebera um alimento natural armazenado em capsulas, denomidano de Chlorella. As
orientacfes nutricionais serdo apresentadas para vocé. Como trata-se de alimento ndo ha risco a salde, mas
sim comprovagéo cientifica de beneficios. Em caso de algum sintoma como nduseas ou dor abdominal, vocé
deve parar o consumo e alertar aos pesquisadores.

> O tratamento ndo oferece riscos a sadde ou a integridade fisica das pessoas envolvidas, porém podem haver
efeitos adversos como prurido local. Afirmamos que o estudo sera monitorado pelo CMSD, regulado pelo
nucleo de pesquisas do projeto, em associagcdo com pesquisadores externos vinculados a Universidade Estadual
do Rio de Janeiro, Universidade de Michigan e City College of New York, sendo composto por especialistas
em reabilitacdo, ética, estatistica e metodologia. Além de contar com uma Comisséo para avaliar cada caso.

> Vocé poderéa desistir da pesquisa a qualquer momento sem nenhum dnus, caso isto ocorra seus dados néo fardo
parte da pesquisa.

> Dentre os beneficios da pesquisa estdo: a continuidade do cuidado dos pacientes de alta hospitalar; otimizacédo
do acesso a servicos de salde de pacientes admitidos na rede de salde estadual e municipal; realinhamento da
rede atencdo a salde estadual e municipal; organizagdo de fluxos e processos de gestdo do cuidado em saude;
capacitacao de profissionais de salide envolvidos no processo de atendimento remoto.

As informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicac6es
cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo
assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (questionarios, gravacoes e
registros telefénicos), ficardo armazenados em computadores de uso restrito as pessoas da Secretaria da Satde do
Estado (SES/PB), sob a responsabilidade dos pesquisadores responsaveis, Av. Dom Pedro Il, 1826, Torre, Jodo
Pessoa -PB, telefone (83) 3211- 9098, pelo periodo de minimo 5 anos, apds o término da pesquisa.
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Nada Ihe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacao € voluntaria, mas
fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na
pesquisa, conforme decis&o judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da SES-PB no endereco: Av Dom Pedro 11, 1826, Torre, telefone
para contato (83) 3214-1732.

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, ap6s a leitura (ou
a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas dividas
com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo NEUROESTIMULACAO NAO-
INVASIVA E USO DE CHLORELLA PYREINODOSA PARA TRATAMENTO ADJUVANTE
DE PACIENTES COM INSUFICIENCIA CARDIACA”, como voluntario (a). Fui devidamente
informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data
Assinatura do participante: Imprecadn
digital
{opcional)

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:
Assinatura:
Nome:
Assinatura:




ANEXO II - Parecer Comité de Etica

SECRETARIA DE SAUDE DO Plataforma
ESTADO DA PARAIBA - %M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: NEUROESTIMULAC A0 NA;O- INVASIVA E USO DE CHLORELLA
PYREINODOSA PARA TRATAMENTO ADJUVANTE DE PACIENTES COM

Pesquisador: Vanessa Meira Cintra

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 71646823 2.0000.5186

Instituicdo Proponents: SECRETARIA DE ESTADD DA SAUDE - SES

Patrocinador Principal: Financiamentlo Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: §.303.280

Apresentagdo do Projata:

Trala-se de um projelo de pesquisa intilulado de "Meurcestimulacao nao-invasiva @ uso de Chlorella
Pyreinodosa para tratamento adjuvante de pacientes com insuficiencia cardiaca™ que possui como
pesquisadoras: Vanessa Meira Cintra, Jailane de Souza Aguino e Suellen Mary Andrade Marinho

Dhbjetivo da Pesquisa:

Tam por objetivo principal: Avaliar os efeitos da HD-IDCS e da assisténcia nutricional para melhora da
variabilidade da frequéncia cardiaca dos niveis de B12 e de marcadores cardiacos em pacienles com
Insuficiéncia Cardiaca. E coma objetivos especificos: Avaliar as modificagies da lerapia combinada
(HDIDCS e da terapia nutricional no perfil bioguimico e nutricional dos pacientes distirbios cardiovasculares;
Avaliar oz efeilos da HD-IDCS e do consumo de alimento funcicnal nos niveis de B12 & marcadoras
cardiacos em pacientes com dislirbios cardiovasculares; Analisar as alleragdes bioquimicas inflamatdrias
mediante a lerapia por HD-IDCS e consumo de alimanlo funcional nos pacientes armalados no estudo;
Identificar preditores clinicos associados a resposta ao tralamento (HDWdcs e suplemantagao nutricional)
com o emprago de machine learning;

Avaliar s8 a ETCC-HD4x1 pramove melhora da dispneia, da funcdo organica, dos niveis de fadiga,

Enderago: Av. D. Pedmo I, n® 1826

Bairra:  Tomre CEP: 58040440
UF: PB Municipio: M0AD PEZS0A
Telefone: (E3/3211.0831 E-mail: comitedesticasesphi@gmail com

Pigera 01 du 04
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SECRETARIA DE SAUDE DO ..
ESTADO DA PARAIBA -
Continuagdo do Parecer: 6.300.260

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

JOAO PESSOA, 15 de Setembro de 2023

Assinado por:
CYLENE BEZERRA DE MEDEIROS NOBREGA
(Coordenador(a))
Enderego: Av. D. Pedro Il n® 1826
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ANEXO III - Itens do SPIRIT

Table 1. SPIRIT 2013 Checklist: Recommended Items to Address in a Clinical Trial Protocol and Related Documents*

Section/Item Item Description
Number
Administrative information
Title 1 Descriptive title identifying the study design, population, interventions, and, if applicable, trial acronym
Trial registration 2a Trial identifier and registry name. If not yet regk d, name of intended registry.
2b All items from the World Health Organization Trial Registration Data Set (Appendix Table, available at
www.annals.org)
Protocol version 3 Date and version identifier
Funding 4 Sources and types of finandal, material, and other support
Roles and responsibilities 5a Names, affiliations, and roles of protocol contributors
5b Name and contact inf for the trial sp
5¢ Role of study sponsor and funders, if any, in study design; collection, management, analysis, and interpretation of data;
writing of the report; and the decision to submit the report for publication, including whether they will have ultimate
authority over any of these activities
5d Compoasition, roles, and responsibilities of the coord: & center, ing committee, end point adjudication
committee, data management team, and other individuals or groups ing the trial, if applicable (see item 21a
for DMC)
Introduction
Background and rationale 6a Description of research question and ,ushﬁcahon for undertaking the trial, including summary of relevant studies
(published and unpublished) & benefits and harms for each intervention
6b Expl.mahon for choice of comparators
Objectives 7 Specific objectives or hypotheses
Trial design 8 Description of tnal design, mdudmg type of trial (e. B palallel group, crossover, factorial, single group), allocation ratio,
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Background: and purpose: Fatigue is among the most common persistent symptoms following post-
acute sequelae of Sars-COV-2 infection (PASC). The current study investigated the potential therapeu-
tic effects of High-Definition transcranial Direct Current Stimulation (HD-tDCS) associated with reha-
bilitation program for the management of PASC-related fatigue.
Methods: Seventy patients with PASC-related fatigue were randomized to receive 3 mA or sham HD-tDCS
targeting the left primary motor cortex (M1) for 30 min paired with a rehabilitation program. Each
patient underwent 10 sessions (2 sessions/week) over five weeks. Fatigue was measured as the primary
outcome before and after the intervention using the Modified Fatigue Impact Scale (MFIS). Pain level,
anxiety severity and quality of life were secondary outcomes assessed, respectively, through the McGill
Questionnaire, Hamilton Anxiety Rating Scale (HAM-A) and WHOQOL.
Results: Active HD-tDCS resulted in significantly greater reduction in fatigue compared to sham HD-tDCS
(mean group MFIS reduction of 22.11 points vs 10.34 points). Distinct effects of HD-tDCS were observed
in fatigue domains with greater effect on cognitive (mean group difference 8.29 points; effect size 1.1;
95% Cl1 3.56—13.01; P < .0001) and psychosocial domains (mean group difference 2.37 points; effect size
1.2; 95% Cl 1.34-3.40; P < .0001), with no significant difference between the groups in the physical
subscale (mean group difference 0.71 points; effect size 0.1; 95% Cl 4.47—-5.90; P = .09). Compared to
sham, the active HD-tDCS group also had a significant reduction in anxiety (mean group difference 4.88;
effect size 0.9; 95% Cl 1.93-7.84; P < .0001) and improvement in quality of life (mean group difference
14.80; effect size 0.7; 95% Cl 7.87—-21.73; P < .0001). There was no significant difference in pain (mean
group difference —0.74; no effect size; 95% Cl 3.66—5.14; P =.09).
Conclusion: An intervention with M1 targeted HD-tDCS paired with a rehabilitation program was
effective in reducing fatigue and anxiety, while improving quality of life in people with PASC.
© 2023 Published by Elsevier Inc. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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1. Introduction

Post-acute sequelae of Sars-CoV-2 infection (PASC) is an um-
brella term for the wide range of multisystemic symptoms that are
present four or more weeks after SARS-CoV-2 infection, indepen-
dent of infection severity [1]. Fatigue is among the most reported
PASC symptoms and has been associated with significant burden
and disability [2]. The pathophysiological mechanisms of PASC
remain poorly understood, but persistent immune activation has
been regarded as a major player [3]. Currently, there are no
established treatments for PASC and thus a large patient population
seeking effective therapies [4].

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a type of
noninvasive brain stimulation using low amplitude sustained cur-
rents [5]. High Definition tDCS (HD-tDCS) allows current steering to
targeted brain regions [6—8]. tDCS is appealing as a non-
pharmacological intervention and has been proposed for both
COVID-19 acute illness and PASC-related conditions [9,10]. tDCS has
been shown to reduce fatigue in a range of neurologic and immune
diseases [11-13] and recently proposed as a therapeutic strategy
for PASC-related fatigue [14-17].

Preliminary findings have demonstrated that PASC patients with
fatigue exhibit abnormal motor cortex neurophysiological excit-
ability. In these patients, inadequate input from brain regions up-
stream of M1 and/or reduced excitability of motor cortex could
cause inadequate descending drive to the -motor neurons thus
contributing to the central fatigue [18,19]. Brain imaging and
neurophysiology studies have indicated M1 is strongly involved in
fatigue control [20,21] and prior studies revealed that changes in
cortical excitability after tDCS were significantly correlated with
fatigue improvement [22,23].

Given the need to develop effective strategies against PASC-
related fatigue and the emerging role of tDCS in the treatment of
fatigue, we developed this trial. The main objective of this ran-
domized, sham-controlled trial was to evaluate the efficacy of M1
HD-tDCS associated with rehabilitation in PASC patients with fa-
tigue. We postulated that, compared to sham stimulation, active
stimulation during rehabilitation would improve fatigue (primary
outcome), related symptoms (anxiety and pain) improving quality
of life of patients with PASC.

2. Methods
2.1. Study design

This was a prospective, double-blind, randomized, sham-
controlled clinical trial (NCT05289115) approved by the National
Health Service Research Ethics Committee and conducted accord-
ing to the Declaration of Helsinki. All patients enrolled provided
written informed consent. Every patient received two sessions/
week over five weeks (10 sessions).

2.2. Participants

Seventy patients fulfilling the criteria were enrolled. Eligible
participants were aged 18—80 years, had diagnosis of PASC-related
fatigue, and were followed in an outpatient clinic. Participants were
required to be three to 12 months after acute confirmed SARS-CoV-
2 infection, according to the CDC criteria [24]. The diagnosis of post-
infectious fatigue following COVID-19 was performed according to
the Academy of Physical Medicine and Rehabilitation recommen-
dations [25]. Patients were screened for fatigue patterns to help
guide activity and monitor the response to initiating and escalating
activity as well as monitor the effects on daily functioning. Addi-
tionally, we compare their current symptoms with their pre illness
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functional status and use standardized functional assessment tools
to monitor the patient's progress over time, As part of the evalua-
tion, we also determine whether the patient has any conditions
that may exacerbate or lead to fatigue, including system dysfunc-
tions, sleep disorders and medication use/polypharmacy [26].

Potential participants were excluded if they had severe
depression (a score >30 in the Beck Depression inventory) [27];
history of alcohol abuse or substance harmful use or dependence;
severe/life-threatening medical conditions and concomitant
neuropsychiatric disorders such traumatic brain injury, stroke,
epilepsy; and specific contraindications for brain stimulation (e.g.,
implanted metallic devices in the brain).

2.3. Randomization, allocation and blinding

Participants are randomized in accordance with a computer
generated list at www.random.org (1:1 ratio) to receive active or
sham HD-tDCS. After the randomization process, a blind researcher
(not involved with the recruitment, data collection, or intervention)
conducted the allocation of participants between the groups.
Treatment assignments were concealed from patients and the
personnel applying the stimulation sessions were blinded to the
treatment group. Raters were also blinded to allocation group
status.

2.4. Intervention

The experimental procedures and experimental profiles are
shown in Fig. 1. We employed a 4 x 1 HD tDCS montage (mini-CT
with 4 x 1 adaptor, Soterix Medical, New York, NY, USA). Based on
the past neurophysiological studies on disruptive functional
changes in fatigue-related to PASC [18,19], we positioned the center
electrode over the left motor cortex (M1). Four return electrodes
were placed in a ~7.5 cm radius. In the sham condition, the device
provided a 30-s ramp-up period to the full 3 mA, followed imme-
diately by a 30-s ramp down. For those in the active group, the
electrical current was delivered with a ramp-up time of 30 s, held at
3 mA for 30 min, and then ramped down over 30 s. Each set of five

T0

BASELINE EVALUATION
—
carvorure [

10 SESSIONS ]

INTERVENTION HD-DCS + REHABILITATION f4
ﬁ e
CORTEX - M1
a +
T1 e AFTER EVALUATION
wrvorun [
w0

Fig. 1. Experimental design of HD-tDCS plus rehabilitation program for fatigue in Post-
Acute Sequelae of SARS-CoV-2 (PASC). The treatment protocol was composed by 10
sessions of HD-tDCS associated to rehabilitation program. The primary and secondary
outcomes were measured at the baseline (T0) and at the endpoint (T1). HD-
tDCS = High-Definition transcranial Direct Current Stimulation.
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electrodes was used for 10 sessions, rotating which electrode was in
the center position [28,29] 4 x 1 HD-tDCS allows for both cortically
targeted and sub-threshold (DC) modulation (PMID: 23149292)
and is well tolerated and blinded under the conditions tested [ [28].
30 min is a typical duration used in neuropsychiatric interventions
[28,30] Our overall approach adapts our previously successful
intervention in critically-ill COVID-19 patients [9].

During each session, all participants (active or sham) also
received an individually tailored rehabilitation program based on
the consensus guidance statement for treatment of PASC-related
fatigue [25]. The protocol comprised submaximal levels (Rate of
Perceived Exertion 9—11 score/Very Light-Light), gradual stretch-
ing, breathing exercise and resistance training. The Borg breath-
lessness scale and rate of perceived exertion were used alongside
self-reported symptoms (including fatigue) to determine progres-
sion of the exercises [31]. All exercise training and counseling
sessions were conducted by a physical therapist at the Department
of Rehabilitation at University Medical Center. All patients under-
went an educational program focused on treatment options for
alleviating symptoms, taking account of the orientations and rec-
ommendations promoted by WHO on the education of health care
providers and of patients. Therapeutic patient education is
designed therefore to train patients in the skills of self~-managing or
adapting treatment to their particular condition, and in coping
processes and skills It is therefore a continuous process, integrated
in health care. It is patient-centered; it includes awareness,
learning, psychosocial support, prescribed treatment, organiza-
tional information, and behavior related to health and illness [32].

2.5. Outcomes

The primary efficacy outcome was fatigue severity as assessed
by the Modified Fatigue Impact Scale (MFIS) [33] at the end of the
treatment. The MFIS is a self-report inventory of fatigue severity
that results in a total score and scores for three subscales: cognitive
(9 items), psychosocial (10 items) and physical (2 items) compo-
nents of fatigue.

Secondary outcomes included the evaluation of anxiety symp-
toms with the Hamilton Anxiety Rating Scale (HAM-A) [34], quality
of life using WHOQOL-bref [35], and pain by the McGill Question-
naire [36]. Clinical response, as defined as 5-point reduction of the
baseline MFIS score, according to the reliable change index was also
determined. A change in 5—6 points represents statistically
meaningful change at the 0.90 and 0.95 confidence interval [37]. To
assess tolerability, we used a questionnaire based on previously
reported adverse events [38].

2.6. Statistical analysis

The sample size was estimated based on a minimal clinically
important difference (5-point reduction on MFIS score from the
baseline) in the outcome of fatigue [37] and previous research by
Mortezanejad et al. [ 12] that evaluated the effect of tDCS on fatigue
(mean of 31.0 SD of 4.0). Considering an effect size of 0.80 and drop
rate of 10%, a total sample size of 44 were required.

All data analyses were performed using the GraphPad Prism
software version 8.0 for Mac (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). All tests were performed with a two tailed p <.05. Descriptive
statistics were run as frequencies and percentages for categorical
variables; means and standard deviations were calculated for the
continuous variables.

Mean differences between groups with 95% confidence intervals
(CI) and effect sizes were calculated for the primary and secondary
outcomes. Adjustment for multiple comparisons was performed
using Bonferroni correction. Chi-square tests were used to compare
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the number of clinically improved patients between the active and
sham group. The effect size was measured in terms of odds ratios,
and we estimated the number needed to treat (NNT) based on the
odds ratios for clinical response.

In addition, we constructed mixed linear models controlling for
age and baseline measures (anxiety, depression, and sleep disor-
der), since these factors are related to fatigue. We used the Ham-
ilton Anxiety Rating Scale [34] and the Beck Depression Inventory
[39] to assess anxiety and depression, respectively. Sleep quality
was assessed with the Sleep Quality Scale [40]. Adverse events are
expressed as counts and percentages and compared between
groups using the %2 test.

3. Results
3.1. Participants

Out of 226 patients who were initially assessed for eligibility,
156 were excluded (135 did not meet eligibility criteria and 21
withdrew consent) (Fig. 2). The demographic characteristics and
clinical variables were similar between groups at baseline (Table 1).

3.2. Primary outcome

The active HD-tDCS group had significantly greater reduction in
fatigue (mean group difference 14.03 points; effect size 1.2; 95% CI
7.78—20.28; P <.001) compared to the sham group at the end of the
five-week intervention. MFIS subscale analyses found that the
reduction in fatigue was found in both the cognitive (mean group
difference 8.29 points; effect size 1.1; 95% CI 3.56—13.01; P <.001)
and psychosocial subscales (mean group difference 2.37 points;
effect size 1.2; 95% ClI 1.34—3.40; P < .001). No difference was
observed between groups on physical fatigue (mean group differ-
ence 0.71 points; effect size 0.1; 95% Cl 4.47—5.90; P =.09) (Table 2)

(Fig. 3).
3.3. Secondary outcomes

The secondary outcomes were anxiety (HAM-A scores), quality
of life (WHOQOL-bref scores) and pain (McGill scores). The mean
differences favored the active group for anxiety (mean group dif-
ference 4.88; effect size 0.9; 95% Cl 1.93—7.84; P < .001) and quality
life (mean group difference 14.80; effect size 0.7; 95% Cl
7.87—-21.73; P < .001) compared to sham group, For pain, there was
no significant  difference between groups (mean group
difference —0.74; no effect size; 95% CI 3.66—5.14; P =.09) (Fig. 4).

Results indicated that the proportion of clinically improved
participants in the active group was significantly larger than in the
sham group (77.14% vs 45.71%; NNT = 3; odds ratio = 0.24; 95% CI,
0.08—0.70; P < .001).

3.4. Exploratory analysis

Our exploratory analysis showed that age, sleep disorder and
depression were not predictors of response. Anxiety severity at
baseline was associated with lower response (P =.3). A significant
regression equation was found (F (7,54) = 17.40, P < .001), with an
adjusted R? of 0.69 (Table 3).

3.5. Adverse effects

Skin redness was the only adverse event that differed signifi-
cantly between groups: there were 37 occurrences in the active
group compared to 13 in the sham group (P < .001). No serious
adverse events were reported.
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Assessed for eligibility (n=226)

Excluded (n=156)
+ Not meeting inclusion criteria (n=135)
# Declined to participate (n=21)

Randomized (n=70)

I

l

Allocated to Active HD-IDCS (n=35)

l

35 included in the intention-to-treat analysis

!

Allocated to Sham HD-tDCS (n=35)

l

35 included in the intention-to-treat analysis

Fig. 2. Screening, Randomization, and Follow-up of Patients in the HD-RECOVERY trial. HD-tDCS = High-Definition transcranial Direct Current Stimulation.

4. Discussion

This is the first randomized, double-blind, sham-controlled
clinical trial assessing the efficacy of HD-tDCS for the treatment of
PASC-related fatigue. Consistent with the larger HD-tDCS (with
rehabilitation) literature, the intervention is well-tolerated [41,42].
We found that active vs. sham HD-tDCS sessions combined with the
rehabilitation program resulted in significant fatigue reduction

after the five-week intervention. Qur results are encouraging
because combining rehabilitation with HD-tDCS is feasible, well-
tolerated and a potential useful treatment to many patients with
fatigue.

There are several candidate mechanisms for tDCS benefit in
fatigue. Previous reports documented that tDCS can induce neu-
roplastic after-effects and may exert a ‘top-down' influence
including along the ascending midbrain-thalamic-cingulate

Table 1

Demographics and clinical characteristics of participants in baseline.
Group P value
Active (n = 35) Sham (n = 35)

Age”, years 51.63[15.87] 54.46[19.01] 0.50

Women, No. [%] 24 [69] 21 [60] 045

Comorbidities, No. [%]

Hypertension 5[14] 7[20] 045
Chronic heart disease 3109] 215] 0.64
Pulmonary disease 4[11] alo] 0.04
Diabetes 6[17] 4[11] 0.49
Rheumatic disease 319] 2 6] 0.64
Acute Phase Characteristics, No. [%]
Asymptomatic 3[9) 3(9] 1.http://0.0.0.0/00°
H isolated with 25(71] 26 [74] 0.79°
Hospitalized needing 02 2[6] 319] 0.64°
Hospitalized needing NIV 4[11] 2 6] 0.39°
Hospitalized needing respirator 3 (9] 411] 0.69°
Length of hospital stay” 2.86 [8.14] 3.34[11.32] 0.84"

Long COVID Symptoms, No. [%]

Headache 12 [34] 9[26) 0.43°
Weakness 19 [54] 16 [46) 0.47°
Sleep difficulty 15 [43] 12 [34] 0.46°
Cough 22 (63] 15 [43] 0.09°
Gastrointestinal symptoms 14 [40] 11[31] 0.45°
Breathlessness 14 [40] 17 [49] 0.47°

No. or n = number of participants; NIV: Non-Invasive Ventilation.
# Continuous variables are presented as mean (SD) unless otherwise indicated.
Y Chi-square analysis.
© Independent t-test analysis.
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Table 2
Clinical outcomes.
Variables Group ANOVA [F(1,68)/P value]
Acute treatment period
Active (n = 35) Sham (n = 35) Active vs Sham Time effects Time x group interaction
Primary Outcome”
MFIS-Cognitive
Baseline 31.60 [9.10] 33.66 [8.27)
Week 5 17.14 [8.7] 26.46 [7.56] 7.82/0.0067" 115,8/0.0001 10,56/0.0018
MFIS-Psychosocial
Baseline 6.54 [2.05] 591 [1.67]
Week 5 2.66 [2.14] 5.03 [1.67] 26,58/0.0237" 199,2/0.001 78,75/0.001
MFIS-Physical
Baseline 19.03 [10.97] 18.23 [9.66]
Week 5 15.26 [8.70) 15.97 [8.61] 0.000/0.985 28.93/0.001 1.82/0.181
MFIS total
Baseline 57.17 [14.95] 57.8[7.91
Week 5 35.06 [12.22) 47.46 [8.48) 9.69/0.0027" 140.8/0.001 21.76/0.001
Secondary Outcomes”
McGill Questionnaire
Baseline 11.8 [11.39] 10.94 [9.03]
Week 5 7.46 [6.04] 8.49 [5.95] 0.06/0.801 6.46/0.013 0.11/0.740
HAM-A
Baseline 25.93 [5.98] 25.95 [4.75]
Week 5 18.66 [5.84] 23.57 [5.19] 4.55/0.036" 60.74/0.0001 15.37/0.0002
WHOQoL-bref
Baseline 57.51 [12.60] 59.71[13.32]
Week 5 80.89 [12.10] 66.09 [13.24] 5.49/0.022" 101.9/0.0001 33.28/0.0001

2 Continuous variables are presented as mean (SD).
b Statistically significantn = number of participants; MFIS = Modified Fatigue Impact Scale; HAM-A = Hamilton anxiety rating scale; WHOQol-brief = World Health Or-
ganization quality of life questionnaire (brief version).

pathway through descending fibers from the motor cortex [43—45]. performance fatigability [15]. The suggested modulation of in-
The therapeutic efficacy of tDCS is, at least partly, due to its capacity flammatory processes by tDCS, either by direct brain stimulation
to induce neural plasticity in different clinical conditions [45-47]. [49,50] or top-down (vagal) processes, may be a parallel thera-
Additionally, M1 stimulation has been used for treating fatigue peutic mechanism [17,22]. As a further explanation of our study
[22,48], decreasing the threshold for perceived effort [23] and outcomes, rehabilitation programs are known to decrease
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Fig. 3. Primary fatigue Outcomes of HD-tDCS plus rehabilitation program in Post-Acute Sequelae of SARS-CoV-2 (PASC). Boxplots presenting changes in fatigue severity, (A) and
regarding to cognitive, (B) psychosocial, (C) and physical fatigue domains, (D) from baseline to endpoint (week 5). A MFIS score reduction represents decrease fatigue severity after
treatment. The HD-tDCS plus rehabilitation program on fatigue ratings were greater for the active group than for the sham group (fatigue total, cognitive and psychosocial domains).
No significant effect was observed for physical fatigue between the two groups. MFIS = Modified Fatigue Impact Scale; HD-tDCS = High-Definition transcranial Direct Current
Stimulation.
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Fig. 4. Secondary Outcomes. Panels showing changes in anxiety severity, A, quality of life, B and pain level, C from baseline to endpoint (week 5). Compared with sham group, the
effect of attenuating anxiety symptoms and improve quality of life ratings were marginally greater for the active group. There was no statistically significant difference between the
treatment groups in pain change. HAM-A = Hamilton anxiety rating scale; WHOQol-brief = World Health Organization quality of life questionnaire (brief version); MPQ = McGill
Pain Questionnaire HD-tDCS = High-definition transcranial direct current stimulation.

sensation of fatigue accompanied by brain functional reorganiza-
tion in the sensory-motor network [49—51] and tDCS enhances
sensoriomotor activities and plasticity [52,53].

Our effort build on decades of work indicating the potential for
tDCS for range of neurological and psychiatric conditions
[28,54—58] with symptoms relevant to PASC. Trials of 4 x 1 HD-
tDCS has spanned cognitive dysfunction [59] and neuropsychi-
atric disorders [60,61], pain [62,63], motor learning [64], and ex-
ercise performance [65].

Adjuvant treatments to improve the effects of rehabilitation are
challenging, mainly due to the heterogeneity and complexity of
fatigue-related to PASC conditions. Therefore, the results of this
trial may result in an important advance in the healthcare setting.
HD-tDCS associated with the rehabilitation protocol is feasible to a
real clinical scenario, since the protocol allows brain stimulation
during rehabilitation procedures, without increasing the human
resource costs (physiotherapy time). Taken together, HD-tDCS and
rehabilitation improves the chances of recovery, offer incentives to
treatment compliance and may have an impact on public health
costs.

Improvements of anxiety and quality of life, but not pain, were
also observed with active HD-tDCS. Anxiety is reported to be
associated with fatigue on a broad range of clinical conditions
[66,67]. Since frontal and central areas are dysfunctional after
COVID-19 infection [68,69], modulation of motor targets could lead
not only to changes in fatigue but also in anxiety. The effects of HD-
tDCS indeed affect distinct cortical and subcortical circuits, which
could influence both motor and cognitive areas [43,46]. Further
studies are necessary to investigate whether changes in anxiety
occur simultaneously to fatigue or if improvements in cognitive
symptoms mediates PASC outcomes. There is evidence showing the
relationship between PASC-related fatigue and quality of life

Table 3
Multiple linear regression results with the change in MFIS as the outcome variable.
Beta coefficient 95% Cl P value

Intercept 58.84 4532 to 7237 <0.0001"
Group -14.22 —17.96 to —10.49 <0.0001*
Age -0.08 —-0.23 t0 0.07 029
Sleep difficulty -0.01 —-0.54 to 0.51 096
Depression -0.26 —-0.62 to 0.10 0.15
Anxiety -0.46 —0.89 to -0.03 0.04"

Table includes beta coefficients. 95% confidence intervals and the associated p
values for each predictor.
Cl confidence interval.
MFIS = Modified Fatigue Impact Scale.
4 Statistically significant.
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[70,71]. In other clinical conditions, such as multiple sclerosis, for
instance, the increase in neuronal activity following demyelination
of some neurons, leads to deterioration of physical abilities,
inducing fatigue and subsequently decreasing quality of life [12,71].
Therefore, the improvement of quality of life effect may be sec-
ondary to the effect of HD-tDCS on fatigue. Because patients had
lower pain scores at baseline their scores might have not improved
after treatment (despite a sustained response) owing to a “ceiling
effect”. Finally, given that both groups improved their fatigue, the
rehabilitation program might have an effect that was augmented by
the HD-tDCS, as suggested by previous studies [47,72,73].

Study limitations and opportunities should be underscored.
First, acute phase parameters of COVID-19 and premorbid condi-
tions are factors non controlled during the current study. Second,
absence of MRI precludes computational models of the role of in-
dividual anatomy in brain electric field intensity, however use of
4 x 1 HD-tDCS ensures consistent spatial targeting across subjects
[74,75]). Third, PASC is a multifactorial condition suggesting
customized treatment strategies - to this end our inclusion of
subjects with specific symptom profiles and application of
indication-targeted HD-tDCS and rehabilitation is consistent with
developing socialized interventions. Finally, notwithstanding high
compliance in our ten protocol sessions, due the barriers associated
with consecutive visits to clinic/hospital and considering the large
number of people affected by PASC remotely supervised home-
based tDCS can be considered (and is feasible) to investigate
extended treatment protocols [17,76-78].

5. Conclusion

In this sham-controlled randomized trial, we found that 10
sessions of M1 HD-tDCS paired with a rehabilitation program led to
significant reduction of PASC-related fatigue. Although strengths of
our study are the relatively large sample size and also its pragmatic
aspect, enrolling fatigued patients that present mixed symptoms,
further studies should acknowledge the specifically effects of
treatment on patients with higher pain level and physical impair-
ment related to fatigue to consolidate these exploratory findings.
These findings along with the low cost of the therapy and its
tolerability suggests its potential application in the clinical practice
for the treatment of PASC.

Funding

This trial was funded and supported by the Government of
Paraiba (Brazil).

126



K. Santana, E. Franga, J. Sato et al.

CRediT authorship contribution statement

Kelly Santana: Conceptualization, Methodology, Validation,
Formal analysis, Data curation, Writing — original draft. Eduardo
Franca: Conceptualization, Methodology, Supervision, Writing —
review & editing. Joao Sato: Conceptualization, Methodology, Su-
pervision, Writing — review & editing. Ana Silva: Investigation,
Writing — review & editing. Maria Queiroz: Investigation, Writing
— review & editing. Julia de Farias: Investigation, Writing — review
& editing. Danniely Rodrigues: Investigation, Writing — review &
editing. lara Souza: Investigation, Writing — review & editing.
Vanessa Ribeiro: Conceptualization, Methodology, Resources,
Writing — review & editing. Egas Caparelli-Daquer: Conceptuali-
zation, Methodology, Supervision, Writing — review & editing.
Antonio L. Teixeira: Conceptualization, Methodology, Supervision,
Writing — review & editing. Leigh Charvet: Conceptualization,
Methodology, Supervision, Writing — review & editing. Abhishek
Datta: Designed the experiment. Marom Bikson: Conceptualiza-
tion, Methodology, Validation, Formal analysis, Data curation, Su-
pervision, Project administration, Writing — original draft, Suellen
Andrade: Conceptualization, Methodology, Validation, Formal
analysis, Data curation, Supervision, Project administration,
Writing — original draft.

Declaration of competing interest

The authors declare the following financial interests/personal
relationships which may be considered as potential competing
interests: The City University of New York holds patents on brain
stimulation with MB as inventor.MB has equity in Soterix Medical
Inc. MB consults, received grants, assigned inventions, and/or
serves on the SAB of SafeToddles, Boston Scientific, GlaxoSmithK-
line, Biophysics, Mecta, Lumenis, Halo Neuroscience, Google-X, i-
Lumen, Humm, Allergan (Abbvie), Apple. AD is an employee and
has equity in Soterix Medical Inc.

References

[1] Parker AM, Brigham E, Connolly B, McPeake ], Agranovich AV, Kenes MT, et al.
Addressing the post-acute sequelae of SARS-CoV-2 infection: a multidisci-
plinary model of care. Lancet Respir Med 2021;9:1328—41. https://doi.org/
10.1016/S2213-2600(21)00385-4.

Logue JK, Franko NM, McCulloch D], McDonald D, Magedson A, Wolf CR, et al.
Sequelae in adults at 6 Months after COVID-19 infection. JAMA Netw Open
2021;4:e210830. https://doi.org(10.1001/jamanetworkopen.2021.0830.
Maltezou HC, Pavli A, Tsakris A. Post-COVID syndrome: an insight on its
pathogenesis. Vaccines 2021;9:497. https://doi.org/10.3390/vaccines9050497.
Brown K, Yahyouche A, Haroon S, Camaradou J, Turner G. Long COVID and
self-management. Lancet 2022;399:355. https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(21)02798-7.

Woods AJ, Antal A, Bikson M, Boggio PS, Brunoni AR, Celnik P, et al. A technical
guide to tDCS, and related nen-invasive brain stimulation tools. Clin Neuro-
physiol 2016;127:1031—-48. https://doi.org/10.1016/j.clinph.2015.11.012,
Villamar MF, Volz MS, Bikson M, Datta A, DaSilva AF, Fregni F. Technique and
considerations in the use of 4x1 ring high-definition transcranial direct cur-
rent stimulation (HD-tDCS). JoVE 2013:50309. https://doi.org/10.3791/50309.
Datta A, Bansal V, Diaz ], Patel ], Reato D, Bikson M. Gyri-precise head model of
transcranial direct current stimulation: improved spatial focality using a ring
electrode versus conventional rectangular pad. Brain Stimul 2009;2. https://
doi.org/10.1016/j.brs.2009.03.005. 201-7, 207.e1.

Dmochowski JP, Datta A, Bikson M, Su Y, Parra LC. Optimized multi-electrode
stimulation increases focality and intensity at target. | Neural Eng 2011;8:
046011. https://doi.org/10.1088/1741-2560/8/4/046011.

Andrade SM, Cecilia de Araijo Silvestre M, Tenorio de Franga EE, Bezerra Sales
Queiroz MH, de Jesus Santana K, Lima Holmes Madruga ML, et al. Efficacy and
safety of HD-tDCS and respiratory rehabilitation for critically ill patients with
COVID-19 the HD-RECOVERY randomized clinical trial. Brain Stimul 2022;15:
780—8. https://doi.org/10.1016/j.brs.2022.05.006.

Czura (], Bikson M, Charvet L, Chen JDZ, Franke M, Fudim M, et al. Neuro-
modulation strategies to reduce inflammation and improve lung complica-
tions in COVID-19 patients. Front Neurol 2022;13:897124. https://doi.org/
10.3389/fneur.2022.897124.

[2

131
14]

151

6

171

8

19]

[10]

Brain Stimulation 16 (2023) 100-107

[11] Lefaucheur J-P, Chalah MA, Mhalla A, Palm U, Ayache SS, Mylius V. The
treatment of fatigue by non-invasive brain stimulation. Neurophysiologie
Clin/Clin Neurophys 2017;47:173-84. https://doi.org/10.1016/
j-neucli.2017.03.003.

Mortezanejad M, Ehsani F, Masoudian N, Zoghi M, Jaberzadeh S. Comparing
the effects of multi-session anodal trans-cranial direct current stimulation of
primary motor and dorsolateral prefrontal cortices on fatigue and quality of
life in patients with multiple sclerosis: a double-blind, randomized, sham-
controlled trial. Clin Rehabil 2020;34:1103—11. https://doi.org(10.1177/
0269215520921506.

Azabou E, Bao G, Bounab R, Heming N, Annane D. Vagus nerve stimulation: a
potential adjunct therapy for COVID-19. Front Med 2021;8:625836. https://
doi.org/10.3389/fmed.2021.625836.

Tecchio F, Cancelli A, Cottone C, Zito G, Pasqualetti P, Ghazaryan A, et al.
Multiple sclerosis fatigue relief by bilateral somatosensory cortex neuro-
modulation. ] Neurol 2014;261:1552—8. https://doi.org/10.1007/s00415-014-
7377-9.

Workman C, Boles-Ponto L, Kamholz |, Bryant A, Rudroff T. Transcranial direct
current stimulation and post-COVID-19-fatigue. Brain Stimul 2021;14:
1672-3. https:/[doi.org/10.1016/j.brs.2021.10.268.

Baptista AF, Baltar A, Okano AH, Moreira A, Campos ACP, Fernandes AM, et al.
Applications of non-invasive neuromedulation for the management of dis-
orders related to COVID-19. Front Neurol 2020;11:573718. https://doi.org/
10.3389/fneur.2020.573718.

Pilloni G, Bikson M, Badran BW, George MS, Kautz SA, Okano AH, et al. Update
on the use of transcranial electrical brain stimulation to manage acute and
chronic COVID-19 symptoms. Front Hum Neurosci 2020;14:595567. https://
doi.org/10.3389/fnhum.2020.595567.

Ortelli P, Ferrazzoli D, Sebastianelli L, Engl M, Romanello R, Nardone R, et al.
Neuropsychological and neurophysiological correlates of fatigue in post-acute
patients with neurological manifestations of COVID-19: insights into a chal-
lenging symptom. ] Neurol Sci 2021;420:117271. https://doiorg/10.1016/
j.jns.2020.117271.

Ortelli P, Ferrazzoli D, Sebastianelli L, Maestri R, Dezi S, Spampinato D, et al.
Altered motor cortex physiology and dysexecutive syndrome in patients with
fatigue and cognitive difficulties after mild COVID-19. Eur | Neurol 2022;29:
1652—62. https://doi.org/10.1111/ene.15278.

[20] Jiang Y, Guo Z, McClure MA, He L, Mu Q. Effect of rTMS on Parkinson's
cognitive function: a systematic review and meta-analysis. BMC Neurol
2020;20:377. https:[/doi.org{10.1186/s12883-020-01953-4,

Di Lazzaro V, Oliviero A, Tonali PA, Mazzone P, Insola A, Pilato F, et al. Direct
demonstration of reduction of the output of the human motor cortex induced
by a fatiguing muscle contraction. Exp Brain Res 2003;149:535—8. https://
doi.org/10.1007/500221-003-1408-6.

Ferrucci R, Vergari M, Cogiamanian F, Bocci T, Ciocca M, Tomasini E, et al.
Transcranial direct current stimulation (tDCS) for fatigue in multiple sclerosis.
NRE 2014;34:121-7. https:|/doi.org/10.3233/NRE-131019.

De Doncker W, Ondobaka S, Kuppuswamy A. Effect of transcranial direct
current stimulation on post-stroke fatigue. ] Neurol 2021;268:2831—42.
https://doi.org/10.1007/s00415-021-10442-8,
http://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov(long-term-effects.html n.d.
Herrera JE, Niehaus WN, Whiteson ], Azola A, Baratta JM, Fleming TK, et al.
Multidisciplinary collaborative consensus guidance statement on the assess-
ment and treatment of fatigue in postacute sequelae of SARS-CoV -2 infection
(PASC)  patients. PM&R  2021:13:1027—43.  https://doiorg/10.1002/
pmrj.12684.

Mikkelsen M, Abramoff B. COVID-19: evaluation and management of adults
with persistent symptoms following acute illness. Long COVID"); 2022,
Shahid A, Wilkinson K, Marcu S, Shapiro CM. Beck depression inventory. In:
Shahid A, Wilkinson K, Marcu S, Shapiro CM, editors. STOP, THAT and one
hundred other sleep scales. New York, NY: Springer New York; 2011. p. 63—4.
https://doi.org/10.1007/978-1-4419-9893-4_8.

Kuo M-F, Chen P-S, Nitsche MA. The application of tDCS for the treatment of
psychiatric diseases. Int Rev Psychiatr 2017:29:146—67. https://doiorg/
10.1080/09540261.2017.1286299.

Kuo H-I, Bikson M, Datta A, Minhas P, Paulus W, Kuo M-F, et al. Comparing
cortical plasticity induced by conventional and high-definition 4 x 1 ring
tDCS: a neurophysiological study. Brain Stimul 2013;6:644—8. https://doi.org/
10.1016/j.brs.2012.09.010.

Reckow |, Rahman-Filipiak A, Garcia S, Schlaefflin S, Calhoun O, DaSilva AF,
et al. Tolerability and blinding of 4x1 high-definition transcranial direct cur-
rent stimulation (HD-tDCS) at two and three milliamps. Brain Stimul 2018;11:
991-7. https://doi.org/10.1016/j.brs.2018.04.022.

Borg GA. Psychophysical bases of perceived exertion. Med Sci Sports Exerc
1982;14:377-81.

Therapeutic patient education : continuing education programmes for health
care providers in the field of prevention of chronic diseases : report of a WHO
working group n.d.

Fisk JD, Ritvo PG, Ross L, Haase DA, Marrie T], Schlech WF. Measuring the
functional impact of fatigue: initial validation of the fatigue impact scale. Clin
Infect Dis 1994;18:579—83. https://doi.org/10.1093/clinids/18.Supplement_
1.579.

Maier W, Buller R, Philipp M, Heuser L. The Hamilton Anxiety Scale: reliability,
validity and sensitivity to change in anxiety and depressive disorders. ] Affect
Disord 1988:14:61—8. https://doi.org/10.1016/0165-0327(88)90072-9.

112]

[13]

[14]

[15]

[16]

117]

18]

[19]

[21]

122]
123]
[24]

125]

126]
127]

128]

129]

130]

131]
132]

133]

[34]

127



K. Santana, E. Franga, J. Sato et al.

135]

[36]

37

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

147]

(48]

[49]
[50]

[51]

[52]

(53]

[54]

1551

[56]

1571

The Whoqol Group. Development of the world health organization WHOQOL-
BREF quality of life assessment. Psychol Med 1998;28:551—8. https://doi.org/
10.1017/S0033291798006667.

Melzack R. The McGill Pain Questionnaire: major properties and scoring
methods. Pain 1975;1:277-99. https://doi.org/10.1016/0304-3959(75)90044-

5.
Cozart JS, Strober L, Ruppen S, Bradish T, Belcher C, Louthan T, et al. A quick
assessment of reliable change in fatigue: reliable change indices of the
modified fatigue impact scale — 5 item (MFIS-5). Multiple Sclerosis Related
Disord 2021;49:102743. https://doi.org/10.1016/j.msard.2021.102743.
Brunoni AR, Amadera J, Berbel B, Volz MS, Rizzerio BG, Fregni F. A systematic
review on reporting and assessment of adverse effects associated with
transcranial direct current sti ion. Int | psychopharmacol 2011;14:
1133—45. https://doi.org/10.1017/S1461145710001690.
Beck AT. An inventory for measuring depression. Arch Gen Psychiatr 1961:4:
561. https://doi.org/10.1001/archpsyc.1961.01710120031004.
Mulder-Hajonides van der Meulen W, Wijnberg ], Hollander |, et al. Mea-
surement of subjective sleep quality. Eur. Sleep Res. Soc. 1980;5:98.
Richardson J, Datta A, Dmochowski ], Parra LC, Fridriksson J. Feasibility of
using high-definition transcranial direct current stimulation (HD-tDCS) to
enhance treatment outcomes in persons with aphasia. NeuroRehabilitation
2015;36:115—26. https://doi.org/10.3233/NRE-141199.
Jacquemin L, GS, Van de Heyning P, Mertens G, Fransen E, Van
Rompaey V, et al. Effects of elecmcal stimulation in tinnitus patients: con-
versus high ilitation Neural Repair
2018;32:714-23. hl(ps //doi.org/10.1 I77/1545968318787916
Keeser D, Meindl T, Bor ], Palm U, Pogarell O, Mulert C, et al. Prefrontal
transcranial direct current stimulation changes connectivity of resting-state
networks during fMRIL. ] Neurosci 2011;31:15284-93. https://doiorg/
10.1523/JNEUROSCL0542-11.2011.
Nitsche MA, Fricke K, Henschke U, Schlitterlau A, Liebetanz D, Lang N, et al.
Pharmacological modulation of cortical excitability shifts induced by trans-
cranial direct current stimulation in humans. ] Physiol 2003;553:293—-301.
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2003.049916.
Hordacre B, Moezzi B, Ridding MC. Neuroplasticity and network connectivity
of the motor cortex following stroke: a transcranial direct current stimulation
study. Hum Brain Mapp 2018;39:3326—39. https://doi.org/10.1002/
hbm.24079.
Park C, Chang WH, Park J-Y, Shin Y-I, Kim ST, Kim Y-H. Transcranial direct
current stimulation increases resting state interhemispheric connectivity.
Neurosci Lett 2013;539:7. https://doi.org/10.1016/j.neulet.2013.01.047. 10.
Andrade SM, Ferreira J] de A, Rufino TS, Medeiros G, Brito JD, da Silva MA, et al.
Effects of different montages of transcranial direct current stimulation on the
risk of falls and lower limb function after stroke. Neurol Res 2017;39:
1037-43. https://doi.org/10.1080/01616412.2017.1371473.
Pilloni G, Choi C, Shaw M, et al. Transcranial direct current stimulation (tDCS)
can reduce fatigue and improve sleep quality in multiple sclerosis. Neurology
Apr 2020;94(15):3961. 3961.
Tavazzi L, Gattone M, Corra U, De Vito F. The anaerobic index: uses and
limitations in the assessment of heart failure. Cardiology 1989;76:357—67.
Prosperini L, Piattella MC, Gianni C, Pantano P. Functional and structural brain
plasticity enhanced by motor and cognitive rehabilitation in multiple scle-
rosis. Neural Plast 2015:1-12. https://doi.org/10.1155/2015/481574. 2015.
Foong R, Ang KK, Quek C, Guan C, Phua KS, Kuah CWK, et al. Assessment of the
efficacy of EEG-based MI-BCl with visual feedback and EEG correlates of
mental fatigue for upper-limb stroke rehabilitation. IEEE Trans Biomed Eng
2020;67:786—95. https://doi.org/10.1109/TBME.2019.2921198.
Hong X, Lu ZK, Teh I, Nasrallah FA, Teo WP, Ang KK, et al. Brain plasticity
following MI-BCI training combined with tDCS in a randomized trial in
chronic subcortical stroke subjects: a preliminary study. Sci Rep 2017;7:9222.
https://doi.org/10.1038/s41598-017-08928-5.
Andrade SM, Machado DG da S, Silva-Sauerc L da, Regis CT, Mendes CKTT, de
Arajo JSS, et al. Effects of multisite anodal (ranscramal dnrect current stim-
ulation combined with cognitive stil with s
disease and its neurophysiological correla(es a double—hlmd randomized
clinical trial. Neurophysiol Clin 2022;52:117-27. https://doi.org/10.1016/
j-neucli.2022.02.003.
Fregni F, EI-Hagrassy MM, Pacheco-Barrios K, Carvalho S, Leite J, Simis M, et al.
Evidence-based guidelines and secondary meta-analysis for the use of
transcranial direct current stimulation in neurological and psychiatric disor-
ders. Int ] Neuropsychopharmacol 2021;24:256—313. https://doi.org/10.1093/
ijnp/pyaa051.
Brunoni AR, Moffa AH, Sampaio-Junior B, Borrione L, Moreno ML,
Fernandes RA, et al. Trial of electrical direct-current therapy versus escitalo-
pram for depression. N Engl | Med 2017;376:2523-33. https://doi.org/
10.1056/NEJMoa1612999.
Antal A, Alekseichuk I, Bikson M, Brockméller J, Brunoni AR, Chen R, et al. Low
intensity transcranial electric stimulation: safety, ethical, legal regulatory and
application ideli Clin 2017;128:1774-809. https://
doi.org/10.1016/j.clinph.2017.06.001.
Fregni F, Nitsche MA, Loo CK, Brunoni AR, Marangolo P, Leite J, et al. Regu-
latory considerations for the clinical and research use of transcranial direct
current stimulation (tDCS): review and recommendations from an expert
panel. Clin Res Regul Aff 2015;32:22-35. https://doi.org/10.3109/
10601333.2015.980944.

107

[58]

[59]

[60]

161]

162]

163]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

7]

[72]

[73]

174]

[75]

[76]

771

(78]

Brain Stimulation 16 (2023) 100—-107

Brunoni AR, Nitsche MA, Bolognini N, Bikson M, Wagner T, Merabet L, et al.
Clinical research with transcranial direct current stimulation (tDCS): chal-
lenges and future directions. Brain Stimul 2012;5:175-95. https://doi.org/
10.1016/j.brs.2011.03.002.

Tedla JS, Sangadala DR, Reddy RS, Gular K, Dixit S. High-definition trans cra-
nial direct current stimulation and its effects on cognitive function: a sys-
tematic review. Cerebr Cortex 2022:bhac485. https://doi.org/10.1093/cercor/
bhac485.

Masina F, Arcara G, Galletti E, Cinque I, Gamberini L, Mapelli D. Neurophysi-
ological and behavi | effects of c ional and high definition tDCS. Sci
Rep 2021;11:7659. https: //dmorg/l() 10381541598 021-87371-z.

Parlikar R, SS, y CJ, Rao PN,
Ganesan V. High definition transcranial dxrect current stimulation (HD-tDCS):
a systematic review on the treatment of neuropsychiatric disorders. Asian
Journal of  Psychiatry  2021:56:102542. https://doi.org/10.1016/

.2jp.2020.102542.
Castillo-Saavedra L, Gebodh N, Bikson M, Diaz-Cruz C, Brandao R, Counnho L
et al. Clinically effective of fibi pain with high i
transcranial direct current stimulation: phase Il open-label dose optimiza-
tion. | Pain 2016;17:14—26. https://doi.org/10.1016/j.jpain.2015.09.009.
Flood A, Waddmgton G, Keegan R}, Thompson KG, Cathcart S. The effects of
pai i on end e exercise performance. Peer] 2017;5:
€3028. https:, //dm org(10.7717[peerj.3028.
Cole L, Giuffre A, Ciechanski P, Carlson HL, Zewdie E, Kuo H-C, et al. Effects of
high-definition and conventional transcranial direct-current stimulation on
motor learning in children. Front Neurosci 2018;12:787. https://doi.org/
10.3389/fnins.2018.00787.
da Silva Machado DG, Bikson M, Datta A Caparelh-Daquer E, Unal G,
Baptista AF, et al. Acute effect ol‘ high i and ¢ tDCS on
exercise performance and psych ! in e ath-
letes: a randomized controlled trial. Sci Rep 2021 11:13911. https://doi.org/
10.1038/s41598-021-92670-6.
Goértz YM, Braamse AM], Spruit MA, Janssen DJA, Ebadi Z, Van Herck M, et al.
Fatigue in patients with chronic disease: results from the population-based
Lifelines Cohort Study. Sci Rep 2021;11:20977. https://doi.org/10.1038/
$41598-021-00337-z.
AlSaeed S, Aljouee T, Alkhawajah NM, Alarieh R, AlGarni H, Aljarallah S, et al.
Fatigue, depression, and anxiety among ambulating multiple sclerosis pa-
tients.  Front Immunol  2022;13:844461.  https://doi.org/10.3389/
fimmu.2022.844461.
Douaud G, Lee S, Alfaro-Almagro F, Arthofer C, Wang C, McCarthy P, et al.
SARS-CoV-2 is associated with changes in brain structure in UK Biobank n.d.:
vol. 55.
Silva LS, Joao RB, Nogueira MH, Aventurato IK, de Campos BM, de Brito MR,
et al. Functional and microstructural brain abnormalities, fatigue, and cogni-
tive dysfunction after mild COVID-19. Neurology 2021. https://doi.org/
10.1101/2021.03.20.21253414.
Malik P, Patel K, Pinto C, Jaiswal R, Tirupathi R, Pillai S, et al. Post-acute COVID-
19 syndrome (PCS) and health-related quality of life (HRQoL)—a systematic
review and meta-analysis. ] Med Virol 2022;94:253—-62. https://doi.org/
10.1002/jmv.27309.
Turpin KVL, Carroll LJ, Cassidy JD, Hader WJ. Deterioration in the health-
related quality of life of persons with multiple sclerosis: the possible warn-
ing signs. Mult Scler 2007;13:1038—45. https://doLorg/10.1177/
1352458507078393.
Manenti R, Cotelli MS, Cobelli C, Gobbi E, Brambilla M, Rusich D, et al.
Transcranial direct current stimulation combined with cognitive training for
the treatment of Parkinson Disease: a randomized, placebo-controlled study.
Brain Stimul 2018;11:1251-62. https://doi.org/10.1016/j.brs.2018.07.046.
Schabrun SM, Lamont RM, Brauer SG. Transcranial direct current stimulation
to enhance dual-task gait training in Parkinson's disease: a pilot RCT. PLoS
One 2016;11:e0158497. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0158497.
Datta A, Truong D, Minhas P, Parra LC, Bikson M. Inter-individual variation
during transcranial direct current stimulation and normalization of dose using
MRI-derived computational models. Front Psychiatr 2012;3:91. https://
doi.org/10.3389/fpsyt.2012.00091.
Edwards D, Cortes M, Datta A, Minhas P, Wassermann EM, Bikson M. Physi-
ological and modeling evidence for focal transcranial electrical brain stimu-
lation in | a basis for high-definition tDCS. Neuroimage 2013;74:
266—75. https://doi.org/10.1016/j.neuroimage.2013.01.042.
Palm U, Kumpf U, Behler N, Wulf L, Kirsch B, Worsching ], et al. Home use,
remotely supervised, and remotely controlled transcranial dlrecl current
stimulation: a systematic review of the available evidence.
Technol at the Neural Interface 2018;21:323-33. https://doi.org/10.1111/
ner.12686.
Pilloni G, Vogel-Eyny A, Lustberg M, Best P, Malik M, Walton-Masters L, et al.
Tolerability and feasibility of at-home remotely supervised transcranial direct
current stimulation (RS-tDCS): single-center evidence from 6,779 sessions.
Brain Stimul 2022;15:707-16. https://doi.org/10.1016/j.brs.2022.04.014.
Tecchio F, Cancelli A, Pizzichino A, L'Abbate T, Gianni E, Bertoli M, et al. Home
treatment against fatigue in multiple sclerosis by a personalized, bilateral
whole-body cortex stimul Mult Scler Relat Disord
2022:63:103813. https: //dol org/10.1016/j.msard.2022.103813.

128



Brain Stimulation 15 (2022) 780-788

ELSEVIER

journal homepage: http://www.journals.elsevier.com/brain-stimulation

Contents lists available at ScienceDirect =

STIMULATION

Brain Stimulation

Efficacy and safety of HD-tDCS and respiratory rehabilitation for )
critically ill patients with COVID-19 The HD-RECOVERY randomized S

clinical trial

Suellen Marinho Andrade *°, Maria Cecilia de Aratjo Silvestre ?,

Eduardo Eriko Tendrio de Franca °, Maria Heloisa Bezerra Sales Queiroz ?,

Kelly de Jesus Santana °, Marcela Lais Lima Holmes Madruga °,

Cristina Katya Torres Teixeira Mendes “, Eliane Aratjo de Oliveira °, Joao Felipe Bezerra ?,
Renata Gomes Barreto ¢, Silmara Maria Alves Fernandes da Silva ¢, Thais Alves de Sousa “,
Wendy Chrystyan Medeiros de Sousa °, Mariana Patricia da Silva ?,

Vanessa Meira Cintra Ribeiro ”, Paulo Lucena ”, Daniel Beltrammi ”,

Rodrigo Ramos Catharino ¢, Egas Caparelli-Daquer ¢, Benjamin M. Hampstead ¢,
Abhishek Datta !, Antonio Lucio Teixeira %, Bernardino Ferndndez-Calvo ™',

Joao Ricardo Sato/, Marom Bikson

* Federal University of Paraiba, Joao Pessoa, Brazil

" Health Secretary, Government of Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil

© Thomson Mass Spectrometry Laboratory, Institute of Chemistry, State University of Campinas, UNICAMP, Campinas, SP, Brazil

9 Nervous System Electric Stimulation Lab, Rio de Janeiro State University, Rio de Janeiro, Brazil

© Research Program on Cognition and Neuromodulation Based Interventions, Departiment of Psychiatry, University of Michigan & Mental Health Service, VA
Ann Arbor Healthcare System, Ann Arbor, Ann Arbor, United States

" Department of Biomedical Engineering, The City College of New York of CUNY, New York, United States

 Department of Psychiatry and Behavioral Sciences, McGovern Medical School, University of Texas Health Science Center, Houston, United States

" Department of Psychology, University of Cordoba, Cordoba, Spain

' Maimonides Biomedical Research Institute of Cordoba (IMIBIC), University of Cordoba, Cordoba, Spain

! Center of Mathematics, Computing and Cognition. Federal University of ABC, Santo André, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 9 March 2022
Received in revised form

19 April 2022

Accepted 5 May 2022
Available online 11 May 2022

Keywords:

High-definition transcranial direct current
stimulation

Noninvasive brain stimulation
Coronavirus disease

Acute respiratory distress syndrome
Respiratory rehabilitation

Background and purpose: Acute Respiratory Distress Syndrome (ADRS) due to coronavirus disease 2019
(COVID-19) has been associated with muscle fatigue, corticospinal pathways dysfunction, and mortality.
High-Definition transcranial Direct Current Stimulation (HD-tDCS) may be used to attenuate clinical
impairment in these patients. The HD-RECOVERY randomized clinical trial was conducted to evaluate the
efficacy and safety of HD-tDCS with respiratory rehabilitation in patients with moderate to severe ARDS
due to COVID-19.

Methods: Fifty-six critically ill patients were randomized 1:1 to active (n = 28) or sham (n = 28) HD-tDCS
(twice a day, 30-min, 3-mA) plus respiratory rehabilitation for up to 10 days or until intensive care unit
discharge. The primary outcome was ventilator-free days during the first 28 days, defined as the number
of days free from mechanical ventilation, Furthermore, secondary outcomes such as delirium, organ
failure, hospital length of stay and adverse effects were investigated.

Results: Active HD-tDCS induced more ventilator-free days compared to sham HD-tDCS. Patients in the
active group vs in the sham group experienced lower organ dysfunction, delirium, and length of stay
rates over time. In addition, positive clinical response was higher in the active vs sham group. There was
no significant difference in the prespecified secondary outcomes at 5 days. Adverse events were similar
between groups.
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Conclusions: Among patients with COVID-19 and moderate to severe ARDS, use of active HD-tDCS
compared with sham HD-tDCS plus respiratory rehabilitation resulted in a statistically significant in-
crease in the number of ventilator-free days over 28 days. HD-tDCS combined with concurrent reha-
bilitation therapy is a safe, feasible, potentially add-on intervention, and further trials should examine
HD-tDCS efficacy in a larger sample of patients with COVID-19 and severe hypoxemia.

© 2022 Published by Elsevier Inc. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Patients critically ill with coronavirus disease 2019 (COVID-19)
often require mechanical ventilation and prolonged hospitalization
duration to restore adequate gas exchange and to alleviate acute
respiratory distress syndrome (ADRS) [1]. There is variability be-
tween individual studies with respect to frequency of ARDS caused
by COVID-19 [2—4]; individual studies for which data is available
indicate that among hospitalized COVID-19 patients, approximately
1/3 (33%) develop ARDS, 1/4 (26%) require transfer to an intensive
care unit (ICU), and 1/6 (16%) receive invasive mechanical ventila-
tion [5]. Injury to the brain - whether secondary to systemic (res-
piratory system) dysfunction, neuro-vascular damage, or direct
neural-invasion (e.g., via the olfactory nerve) [6] contributes to
COVID-19 pathophysiology, symptoms, and progression [7]. Non-
invasive brain stimulation approaches have been investigated for
the management of disorders related to COVID-19 [8,9]. Regarding
its anti-inflammatory actions, non-invasive vagus nerve stimula-
tion has been trialed for the treatment of respiratory symptoms and
inflammatory markers among patients who were hospitalized for
COVID-19 [10].

High-Definition transcranial Direct Current Stimulation (HD-
tDCS) is a special form on non-invasive brain stimulation that al-
lows: 1) focal stimulation of cortical targets 2) using direct current
to boost excitability and neuroplasticity [11]; 3) with minimal side-
effects; and 4) in a portable way [ 12]. In severe COVID cases, muscle
fatigue and weakness can hamper respiratory function leading to a
vicious cycle requiring mechanical ventilation, which per se, can
cause more weakness [13]. tDCS applied over the diaphragmatic
motor cortex may engage not only intracortical circuits, but also
spinal motor circuits, modulating the respiratory motor evoked
potentials [14]. Because COVID-19 is believed to induce or exacer-
bate microvascular injury [15], the potential neurovascular
response induced by tDCS may provide further benefit [16].

Given the potential adjuvant effect of neurostimulation, tDCS
can enhance gains to the rehabilitation results on the motor and
cognitive function under different clinical conditions [17,18]. For
example, the motor cortex is responsible for coherent cortico-
muscular oscillations [19] and tDCS actions cortical networks
enhance intermuscular coherence [20]. Specifically, regarding the
respiratory function, tDCS paired with exercise training enhances
breathing in patients with chronic stroke patients, as indicated by
an increase in forced expiratory volume and forced vital capacity
[21]. In healthy subjects, anodal tDCS increased chest wall inter-
muscular coherence during breathing [22]. Separately, tDCS actions
on cerebral blood flow [23,24] have been directly linked to cortical-
motor drive [25,26]. These findings indicate that tDCS can facilitate
cortical activity and restore functional coupling between central
and peripheral motor systems, directly or as adjuvant therapy,
supporting functional recovery.

The HD-RECOVERY randomized clinical trial was conducted to
evaluate the efficacy and safety of active or sham HD-tDCS in as-
sociation with respiratory rehabilitation in patients with moderate
to severe ARDS due to COVID-19, The hypothesis was that HD-tDCS
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combined with concurrent rehabilitation therapy would increase
the number of ventilator-free days during the first 28 days, thereby
reducing rates of delirium, organ dysfunction, and hospital length
of stay.

2. Methods
2.1. Overview

This trial was an investigator-initiated, parallel-group, stratified,
double-blinded randomized clinical trial. The protocol was
approved by the independent ethics committee (Paraiba Govern-
ment) and conducted in compliance with the Declaration of Hel-
sinki [27]; it is registered in clinicaltrials.gov (NCT04844554). All
patients or legally authorized representatives provided written
informed consent.

2.2. Participants

Patients underwent screening and randomization between April
14 to September 2, 2021, Final follow-up was completed on October
4, 2021, Patients of at least 18 years-old with a PCR-confirmed
SARS-CoV-2 diagnosis and receiving mechanical ventilation at
least 48 h of meeting criteria for moderate to severe acute respi-
ratory distress syndrome (ARDS), under weaning, were enrolled in
this study. An ARDS diagnosis was made according to the Berlin
Definition criteria [28]. Patients were excluded if they had a con-
dition that could prevent adequate performance of inspiratory
muscle training (e.g., neuropathy, myopathy, agitation), pregnancy
or active lactation, Glasgow Coma Scale (GCS) [29] < 8, consent
refusal, and contraindications to brain stimulation (e.g., aneurysm
clips) [30].

2.3. Randomization

Randomization was performed through an online web-based
system using computer-generated random numbers stratified by
age. Participants admitted consecutively were assigned randomly
ina 1:1 ratio to receive active or sham HD-tDCS for 10 days or until
ICU discharge, whichever occurred first, plus respiratory rehabili-
tation. Treatment assignments were concealed from patients, cli-
nicians, investigators, trial statisticians and the data and safety
monitoring committee.

2.4. Data collection and monitoring

Patients were followed up for 28 days after randomization (both
hospitalized patients and those who had been discharged). Previ-
ous studies showed that severe COVID-19 can occur in otherwise
healthy individuals, but certain underlying medical comorbidities
have also been associated with severe illness and morbidity [31,32].
Since clinical characteristics at baseline are factors that may help to
better define the risks of mechanical ventilation [33], we included
the comorbidities most prevalent among these COVID-19 patients.
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Data on demographic characteristics, hemodynamic variables,
respiratory status, adverse events, and concomitant medications
were collected. In addition, we obtained the following information
at baseline (day 1): degree of comorbidity, as assessed by the
Charlson Comorbidity Index (CCI) [34], and severity of acute injury
throughout Simplified Acute Physiology Score 11l (SAPS-III) [35,36].

Trial investigators reported any serious adverse events daily
through day 28. Individual patient data on infections and/or serious
adverse events were adjudicated by a blinded investigator. Trial
data were monitored (including consent and source data verifica-
tion) by independent monitors according to a prespecified moni-
toring plan.

2.5. Interventions

2.5.1. HD-tDCS

HD-tDCS was delivered on 10 consecutive weekdays, with two
sessions per day (in the morning and in the afternoon). For each
participant, a 3-mA current was applied via a center anode using a
Soterix Medical Inc. stimulator (mini-CT with 4 x 1 adaptor, Soterix
Medical, New York, NY, USA). The center anode was placed at the
left diaphragmatic primary motor cortex (4 cm lateral to the
midline and 1 cm anterior to the binaural line) [37] and the four
cathodes were spaced in a radius ~7.5 cm from the center electrode.
The Soterix Medical adaptor passively splits current produced by
the mini-CT among these cathodes. For those in the active group,
the electrical current was delivered with a ramp-up time of 30 s,
held at 3 mA for 30 min, and then ramped down over 30 s. In the
sham condition, the device provided a 30-s ramp-up period to the
full 3 mA, followed immediately by a 30-s ramp down. Each set of
five electrodes were used for 10 sessions and the location of each
electrode was rotated to where any given electrode was used as the
center anode twice and ring cathode 8 times [38]. The electrodes
were placed in an adapted headgear that supported the required
HD-tDCS positions (Fig. 1). Brain stimulation was applied concur-
rently with pulmonary rehabilitation to both groups. Investigator
blinding was performed by a predefined code triggered active or
sham tDCS (i.e., a participant-specific code that was entered into
the unit at the start of the session), thereby ensuring study team
members were blind to stimulation condition. Blinding efficacy was
assessed at the end point by asking staff to guess the patient's
allocation group.

2.6. Respiratory rehabilitation

The inspiratory muscle training program was based upon a
previous protocol applied to facilitate weaning of ventilatory sup-
port [39]. Training was based on progressive regimen: In the first
session, the target was to start with a load of 30% of the partici-
pant's maximal inspiratory pressure, increasing daily by 10% (ab-
solute), with training for 5 min, twice a day, seven days a week
throughout the weaning period. Supplemental oxygen was pro-
vided as needed. During 25 remaining minutes, the session also
included regular physiotherapy intervention including daily pas-
sive movement of all joints and positional therapy [40—42].

The session was interrupted if a patient had any of the
following: respiratory frequency of more than 30 breaths per
minute, arterial saturation below 90%, systolic blood pressure
above 180 mm Hg or below 90 mm Hg, paradoxical breathing, or
tachycardia above 140 beats per minute [43—45]. When any of
these signs occurred during a training session, the load was
maintained (i.e., not increased by 10%) at the next session.
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2.7. Outcomes

The primary outcome was ventilator-free days during the first
28 days, defined as the number of days free from mechanical
ventilation for at least 48 consecutive hours [46]. Patients dis-
charged from the hospital before 28 days were considered free from
mechanical ventilation at 28 days and nonsurvivors at day 28 were
considered to have no ventilator-free days [47].

Secondary outcomes were assessed at baseline, and on days 5,
11, and 28, and included changes in the (1) Confusion Assessment
Method for the ICU (CAM-ICU) [48] and the Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) scale scores [49]; (2) hospital length of
stay (LOS), defined as the total number of days that patients
remained hospitalized from the date of randomization until the
date of hospital discharge; (3) rates of adverse events; (4) clinical
response (defined as a reduction from baseline SOFA score from all
weeks greater than 3 points). Changes in SOFA score have been
used to assess the effects of therapeutic interventions [50—53]. The
delta SOFA (ASOFA) and delta CAM-ICU (ACAM-ICU) were calcu-
lated as the difference between the score on a specific day and the
score on the day of admission to the ICU.

2.8. Statistical analysis

No reliable data were available at the time of trial design to
allow for an accurate sample size calculation. We originally esti-
mated that 24 patients per group or 48 patients in total were
required for the trial to have 80% power to detect a difference of 3.2
(1.2 SD; margin of clinically meaningful difference 1.9) ventilator-
free days between groups, assuming that 15% of patients would
die at 28 days. The mean difference of ventilator-free days was
calculated based on local hospital-level pilot clinical estimates, and
no prior data were available on the distribution of clinical status
categories over time in patients with severe COVID-19.

For the primary outcome (ventilator-free days during the first 28
days) and secondary outcomes (delta SOFA, delta CAM-ICU and
LOS), we performed a generalized linear model, adjusted for age
and partial pressure of arterial blood oxygen to fraction of inspired
oxygen (Pao:Fioy) ratio at randomization. The effect size was
estimated as the mean difference (95% confidence interval) for the
primary outcome and LOS, and as the number needed to treat
(NNT) for the secondary outcomes.

Clinical responses of the interventions at 28 days after
randomization were compared using Kaplan-Meier survival curves.
The Cox model was used to estimate the hazard ratio and its con-
fidence interval associated with the intervention [54].

We performed exploratory analysis to identify whether the
variables age, Pao2:Fio2 ratio, CCl score, Simplified Acute Physi-
ology Score 11l (SAPS II1) are moderators of the primary outcome.
Additionally, we performed linear model analyses to estimate the
interactions for these baseline outcomes (age, CCl, Pao2:Fio2 and
SAPS score) and the length of stay.

Adverse events are expressed as counts and percentages and
compared between groups using the % test. All patients who were
randomized and received at least 1 HD-tDCS session were assessed
for efficacy and adverse events, There was no loss to follow-up, and
data on the clinical outcomes and mortality within 28 days were
available for all patients. Missing values on individual outcome
components were imputed as normal. One patient was declared by
a physician on day 8 as being well enough to hospital discharge. To
test the integrity of blinding, investigator's responses when asked
to guess the treatment group of patients were compared for active
and sham groups using a %> test. A 2-sided P value of less than 0.05
was considered statistically significant. All analyses were per-
formed using the R software version 4.0.2 (R Core Team) and the

131



S.M. Andrade, M. Cecilia de Araiijo Silvestre, E.E. Tenério de Franga et al.

Brain Stimulation 15 (2022) 780-788

Fig. 1. HD-tDCS setup and montage. A. 4x1 HD-tDCS device. B. Soterix neurostimulator delivering the current on the 5 electrodes in a 4x1 HD-tDCS montage positioned around a
circle of 7.5 cm of diameter centered to the target electrode position (the left diaphragmatic motor cortex).

GraphPad Prism software version 8.0 for Mac (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

3. Results
3.1. Participants

Of 168 patients who consented and were assessed for eligibility,
112 were excluded (97 did not meet eligibility criteria and 15
withdrew consent). Of the enrolled patients, 28 were randomly
assigned to receive active HD-tDCS and 28 to the sham group
(Fig. 2).

3.2. Trial and concomitant interventions

Both groups received pulmonary rehabilitation daily during HD-
tDCS. Baseline characteristics were well balanced between groups,
including severity of ARDS. The use of respiratory, circulatory, and
kidney support and the use of other anti-inflammatory, antiviral,
and antibacterial drugs were similar between groups at baseline
(Table 1).

3.3. Primary outcome

Multiple linear model analysis revealed that the mean number
of days free from mechanical ventilation during the first 28 days
was significantly higher in the active group than in sham group
(Binterv = 7.47; 95% C1, 3.95-10.99; P < .001; mean difference = 7.42;
3.90 to 10.95) (Table 2). The cumulative frequency of ventilator-free
days according to the study group is shown in Fig. 3.

3.4. Secondary outcomes

3.4.1. Organ dysfunction and clinical response

Organ dysfunction was similar between groups at baseline and
on day 5 (P > .05). However, patients in the active group experi-
enced significantly greater improvement over time compared with
those in the sham group at 11 days (Binc = 5.43; 95% Cl, 3.37 to 7.57;
P < .001) and 28 days (Pint = 7.21; 95% Cl, 4.86 to 9.57; P < .001)
(Table 2) (Fig. 4).

Respectively for the active and sham groups, 24 and 11 patients
presented positive clinical responses (i.e., a change from baseline in
SOFA score of >3 points) at 28 days. Kaplan—Meier analysis showed
a cumulative survival (positive clinical response) of 83.33% (stan-
dard error = 8.7%) and 52.80% (standard error = 9.7%), respectively
for the active and sham groups. The Cox proportional hazards ratio
associated with active group was 2.00 (95% Cl, 0.96—4.146;
P = .0009). The corresponding NTT was 2 and the relative risk
reduction associated with active group was 0.91 (95% Cl, 0.37—0.98;
P < .05) (Fig. 5).

3.5. Length of stay and delirium

The median length of stay was shorter in the active group
compared with the sham group (Bint = 7.03; 95% Cl, 4.44 to 9.61;
P < .001; mean difference, 7.75; 4.89 to 10.60) (Table 2). As sug-
gested by the earlier discharge date, the mean Delta CAM-ICU score
at 11 days after randomization was significantly lower in the active
group (fint = —2.79; 95% CI, —3.79 to —1.79; P < .001) when
delirium cleared in 13 patients from the active group but only 5 in
the sham group (NNT = 3.3, Relative risk reduction 0.36; 95% CI,
0.04—0.58) (Table 2; Fig. 4B). At 28 days, there was no significant
difference between the groups in the Delta CAM-ICU score
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Assessed for eligibility (n=168)

Excluded (n= 112)
+ Not meeting inclusion criteria (n= 97)
+ Declined to participate (n= 15)

| Randomized (n= 56) |

}

Allocated to Active HD-tDCS (n= 28)

v

28 included in the intention-to-treat analysis |

A

Allocated to Sham HD-tDCS (n= 28)

l

| 28 included in the intention-to-treat analysis

Fig. 2. Screening, Randomization, and Follow-up of Patients in the HD-RECOVERY trial. HD-tDCS indicates High-definition transcranial direct current stimulation.

(Bint = 0.23; 95% CI, —0.98 to 1.45; P =.69) when only 1 patient in
each group remained in delirium.

3.6. Safety outcomes

All 7 [12.5%] but one death through day 28 (3 in the active group
and 4 in the sham group) occurred in patients aged 69 years or
older, but none was attributed to HD-tDCS treatment. A total of 5
and 3 mild adverse events (ie., transient skin redness) were
recorded in the active and sham groups, respectively (P =.44). More
patients in the sham group experienced secondary infections (11

Table 1
Baseline characteristics.”.
Characteristic Active HD-tDCS Sham HD-tDCS
Age, mean (SD), y 67.25 68.92
‘Women, n (%) 9(32.14) 10(35.71)
SAPS III, median (IRQ)" 58 (51.5-68.25) 61 (50-65)
CCl, median (IRQ)* 3(1.75—4.25) 4(3-5)
Pa02/FiO2 ratio, mean (SD) 167.6 (41.74) 168.7 (34.40)
Comorbidities and risk factors, n (%)
Hypertension 14 (50) 16 (57.14)
Chronic ischemic heart disease 8(28.57) 7(25)
COPD 3(1071) 5(17.85)
Chronic kidney disease 2(7.14) 3(10.71)
Diabetes 8(28.57) 5(17.85)
Chronic liver disease 3(1071) 2(7.14)
Concomitant Medications, n (%)
Convalescent plasma or serum 7(25) 7(25)
Steroids 15 (53.57) 16 (57.14)
Antibiotics 21(75) 23(82.14)
Adrenergic agents 16 (57.14) 14 (50)

Abbreviations: SAPS lIl, Simplified Acute Physiology Score III; CCl, Charlson Co-
morbidity Index; PaO2/FiO2, Partial Pressure of Arterial Oxygen; COPD, Chronic
obstructive pulmonary disease.

2 Continuous variables are presented as mean (SD) unless otherwise indicated.

b The Simplified Acute Physiology Score IIl ranges from 0 to 217. High scores
indicate a higher risk of death, and it is calculated from 20 variables at admission of
the patient.

© Express as sum of the weights, with higher scores indicating not only a greater
mortality risk but also more severe comorbid conditions.

784

patients) compared with patients in the active group (8 patients)
during the study period (P = .05). Apart from deaths, 2 serious
adverse events were reported, all in the sham group: 1 episode of
stroke possibly related to SARS-CoV-2 (on day 17), 1 episode of
cardiac dysfunction related to a pulmonary embolism (on day 23).
No serious adverse events were attributed to the study treatment.
No serious adverse events occurred in the active group.

3.7. Exploratory analyses

In subgroup analyses, tests for effect were not statistically sig-
nificant for subgroups defined by age (P = .35), CCl (P = .40),
Paoy:Fio; ratio (P =.79) and SAPS 11l (P = .60). No significant effect
was found between baseline clinical status (age, CCI, PaO:FiO; and
SAPS score) and length of stay (P >. 42).

3.8. Integrity of blinding

Investigators were unable to guess the participant's actual group
beyond chance. The stimulation groups did not differ in this regard
(%2(2) = 0.157; P =.71).

4. Discussion

In this randomized clinical trial involving 58 adults with mod-
erate to severe ARDS due to COVID-19, active HD-tDCS plus respi-
ratory rehabilitation significantly increased the number of days free
of mechanical ventilation during the first 28 days. This outcome
suggests a clinically meaningful benefit of HD-tDCS in patients with
severe COVID-19. Furthermore, HD-tDCS combined with concur-
rent rehabilitation therapy was associated with improvement in
other parameters (clinical status, delirium, length of hospital stay)
without increasing adverse events in this population of critically ill
COVID-19 patients.

The observed clinical benefit from HD-tDCS in the present study
may be explained by several underlying mechanisms. A first plau-
sible explanation relates to the interplay between the altered res-
piratory drive during mechanical ventilation and the corticospinal
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Table 2

Clinical outcomes.
Primary Outcome’ Active (n = 28) Sham (n = 28) P value”
Ventilator-free days .01
Mean (95% CI) 16,57 (14.20-18.94) 9,14 (6.72—11.55)
Median (IQR) 18 (16.75—19.25) 9.5(3—12)
Secondary Outcomes
Organic Dysfunction, Mean (95% CI)
Baseline 11.64 (10.78—12.50) 10.85 (9.89—-11.82) .24
Day 5 10.81 (9.63-11.99) 11 (9.88—12.11) .82
Day 11 4.62 (3.45-5.80) 9.28 (7.90—10.66) .01
Day 28 1.04 (0.64-1.43) 7.5 (6.54-8.45) .01
Delirium, Mean (95% CI) ¢
Baseline 475 (4.03-5.46) 4.35 (3.60-5.11) .46
Day 5 429 (3.65-4.94) 4.32 (3.50-5.13) .96
Day 11 0.88 (0.52-1.25) 3.35 (2.62-4.08) .01
Day 28 0.04 (0.03-0.11) 0.15 (0.13-0.43) 50
Length of Stay Mean (95% CI) 15.11 (13.27-16.93) 22.86 (20.81-24.89) .01
Median (IQR) 15 (12-17) 22 (19-26)

@ Express as the number of days alive and free from mechanical ventilation for at least 48 consecutive hours.

" P value for the treatment group comparison were estimated using general linear models.

© Measured in 6 organ systems (cardiovascular, hematologic, gastrointestinal, renal, pulmonary, and neurologic), with each organ score from 0 to 4, resulting in an
aggregated score that ranges from 0 to 24, with higher scores indicating grater dysfunction. An initial SOFA score up to 9 predicts a mortality risk of less than 33%.

9 Final CAM-ICU-7 score ranges from O to 7 with 7 being most severe. CAM-ICU-7 scores were further categorized as 0—2: no delirium, 3—5: mild to moderate delirium,

and 6-7: severe delirium.

control of respiratory muscles [55]. Previous studies have shown
supra-threshold brain stimulation activates cortical projections
directly stimulating the diaphragm [56—58]. Mechanical ventila-
tion reduces the excitability of the motor cortex supplying the
diaphragm [59]. Thus, considering that modulation of motor cortex
excitability is the canonical neurophysiological outcome of tDCS
|60,61], our intervention may restore excitability of the diaphrag-
matic primary motor cortex. Second, is the boosting of motor
learning and motor rehabilitation efficacy when paired with tDCS
[62]. Third, enhancement of cerebral blood flow by tDCS may have a
neuroprotective function and/or counteract COVID-19 microvas-
cular injury [63-65].

The definition of clinical response used in this study (3 points
grades on the SOFA scale) essentially translates to a change in
clinical condition requiring invasive mechanical respiratory sup-
port, sepsis or death [66]. The difference between groups was
associated with a large effect size and this reduction is clinically
relevant, in which a tolerable, safe, and widely available interven-
tion like HD-tDCS increase the number of ventilator-free days and
may reduce the risk of pulmonary complications, hospital length of
stay, organ dysfunction and burden to the health care system.

Sham HD-tDCS

Active HD-tDCS-§

0 10 20 30

Ventilator-free days

Fig. 3. Ventilator-Free Days at 28 Days. Panels showing individual changes in
ventilator-free days from baseline to treatment slopes (follow-up) are displayed with
box plots for groups (mean, central line; SD, boxes) overlaid with dots for single
patients.

Active HD-tDCS was superior to sham HD-tDCS to delirium at 11
days, but not on day 28. These time points reflect different clinical
concepts and the presence of ‘a ceiling’ effect may explain these
findings. Often physicians and nurses are reluctant to discharge
patients with delirium from the ICU [67]. In our study, after 28 days

A. Organ Dysfunction
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Fig. 4. Organ Dysfunction and Delirium Rates. Distributions of the Secondary Out-
comes Organ Dysfunction, SOFA score, (A) and Delirium, CAM-ICU score, (B) from
baseline to endpoint. Active High-definition transcranial direct current stimulation
(HD-tDCS) was superior to sham. Intention-to-treat analysis. Error bars indicate 1 SD.
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Fig. 5. Clinical Response. Distributions of the Secondary Outcomes Organ Dysfunction,
SOFA score, (A) and Delirium, CAM-ICU score, (B) from baseline to endpoint. Active
High-definition transcranial direct current stimulation (HD-tDCS) was superior to
sham. Intention-to-treat analysis. Error bars indicate 1 SD.

of enrollment, most of the active group patients have been dis-
charged from ICU and lower rates of delirium were found in the
remaining patients from both groups. Future trials should consider
monitoring delirium patients whose critical illness has resolved.

HD-tDCS plus respiratory rehabilitation was tolerable and safe,
with both groups presenting similar adverse events. Mild and
transient scalp erythema was the only adverse event associated
with Active HD-tDCS, which is consistent with the general popu-
lation non-significant-risk profile of tDCS [68]. HD-tDCS was
selected based on its established tolerability, portability, and focal
cortical modulation [69] — and shown here to be deployable to
intensive care units.

The strengths of this trial include the pragmatic protocol,
representative of a real word setting, allocation concealment and
blinding and the high percentage of follow-up at 28 days. Also,
adverse events data regarding HD-tDCS use among patients with
COVID-19 were prespecified secondary safety outcomes and accu-
rately provided, along with detailed data on ARDS treatment, and
clinical variables.

This study has several limitations. First, because of the urgent
circumstances in which the study was conducted, the in-hospital
study setting may limit the generalizability of these results to pa-
tients with COVID-19 in other settings. Second, other laboratory/
clinical parameters that are not routinely collected could elucidate
the effect of intervention on various pathophysiological (e.g., in-
flammatory, oxidative stress, Body mass index evaluation and
vaccination status) pathways. Third, since these patients did not
receive any specific COVID-19 medication, for example, the
monoclonal antibodies, but only medical support, changes in the
treatment of COVID-19 during the study (such as adjusting medi-
cation dose) may have influenced the results. Fourth, this clinical
trial cannot distinguish between alternative therapeutic mecha-
nisms that have been identified in pre-clinical models and non-
COVID trials, including enhancement of diaphragmatic neuro-
muscular drive [56] or neuro-vascular modulation [64,65,70,71].
Fifth, the conditions of the trial did not allow leveraging techniques
such as image guided targeting [72] or additional study arms (e.g.,
tDCS alone). Sixth, this study was conducted prior to both wide-
spread vaccination and circulation of the Delta (B.1.617.2) and
Omicron (B.1.1.529) variants.

5. Conclusions

Among critically ill patients with COVID-19 and moderate to
severe ARDS, active HD-tDCS significantly increased the number of
ventilator-free days over 28 days. The results of this trial support

Brain Stimulation 15 (2022) 780788

the early use of HD-tDCS associated with respiratory support of
severe COVID-19 patients and encourage further trials to examine
the efficacy of brain stimulation in a large sample with pulmonary
disease.
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